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Die vorliegende Arbeit ist die inhaltlich unverÃ¤ndert 
Fassung einer Dissertation, die 1998 dem Fachbereich 
Biologie/Chemie vorgelegt wurde. 
Der Titel der Dissertation lautet: 
Enzymatischer Oxidationsschz~fz an antarktischen 
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Zusammenfassung 
Zusammenfassung 
Eisdiatomeen sind in ihrem natÃ¼rliche Lebensraum Bedingungen 
ausgesetzt (niedrigen Temperaturen, stark schwankenden LichtintensitÃ¤ten 
hohen SalinitÃ¤te und erhÃ¶hte Konzentrationen reaktiver Sauerstoff- 
verbindungen), die zu oxidativem StreÃ fÃ¼hre kÃ¶nnen Oxidativer StreÃ ist 
durch Auftreten und Reaktionen reaktiver Sauerstoffverbindungen ( 0 2 ,  O;, 
OH' und H202) gekennzeichnet. Von anderen aeroben Organismen ist bekannt, 
daÂ sie sich vor oxidativen StreÃ antioxidativ (Glutathion, Ascorbat, 
a-Tocopherol) und 1 oder enzymatisch (Catalase, Peroxidasen, Glutathion 
Reduktase und Superoxid Dismutase) schÃ¼tzen 
Der enzymatische Oxidationsschutz wurde an den antarktischen Eis- 
diatomeen Enfomoneis kufferathii MANGUIN und Chaefoceros sp. aufgezeigt. 
Die Oxidationsschutzenzyme Catalase (CAT, EC 1 . I  1 .I .6), Glutathion 
Peroxidase (GPX, EC 1 . I  1 .I .9), Glutathion Reduktase (GR, EC 1.6.4.2) und 
Superoxid Dismutase (SOD, EC 1 . I  5.1 . I )  wurden in beiden Eisdiatorneen 
photometrisch nachgewiesen. Chaefoceros sp. hatte auÃŸerde Peroxidase 
(PX, EC 1.1 1 .I .7), E. kufferathii und Chaetoceros sp. enthielten keine Ascorbat 
Peroxidase (APX, EC 1.1 1.1.1 1). AktivitÃ¤tsfÃ¤rbung nach gelelektro- 
phoretischer Trennung gaben AufschluÃ Ã¼be die Anzahl der Isoenzyme 
(jeweils eine CAT, GR und mehrere SOD) und deren apparente 
Molekulargewichte; PX, APX und GPX waren gelelektrophoretisch nicht 
nachweisbar. 
Die Eigenschaften der Oxidationsschutzenzyme aus E. kufferathii sind den 
entsprechenden Enzymausstattungen in temperierten Organismen (hÃ¶here 
Pflanzen und anderen Algen) Ã¤hnlich Die Temperaturoptima (CAT, GPX, GR 
und SOD) lagen deutlich hÃ¶he als die durchschnittlichen antarktischen Wasser- 
temperaturen. Die Anpassung der Oxidationsschutzenzyme aus E. kufferathii 
an den Lebensraum antarktisches Meereis konnte belegt werden, weil auch bei 
tiefen Temperaturen (-4 bis 4 'C) hohe AktivitÃ¤te gemessen wurden. DarÃ¼be 
hinaus wurden fÃ¼ die SOD (16.4 kJ * mol-l) und CAT (17.5 kJ * mor') 
besonders niedrige Aktivierungsenergien gemessen, die der Eisdiatomee auch 
bei tiefen Temperaturen ermÃ¶glichen leicht auf erhÃ¶ht Superoxidanionen- und 
Wasserstoffperoxidkonzentrationen zu reagieren und damit entscheidend zum 
Oxidationsschutz beitragen. Die Aktivierungsenergien der GPX und GR (31.1 
und 34.0 kJ * molF1) lagen ebenfalls unterhalb den fÃ¼ enzymatische Reaktionen 
Ã¼bliche Werten von 40 bis 80 kJ * mol"'. 
Zusammenfassung 
Untersuchungen an verschiedenen Bacillariophyceae belegen, daÂ CAT 
meistens fehlte. Im Gegensatz dazu wurde an antarkischen Eisdiatomeen 
erstmals bewiesen, daÂ auch Heterokontophyta der Klasse der 
Bacillariophyceae CAT-AktivitÃ¤ aufweisen. 
Der enzymatische Oxidationsschutz der gleichmÃ¤ÃŸ Ã¼be die Eisdicke 
verteilt vorkommenden Chaetoceros sp. wurde mit der oft in der Boden- und 
Untereisgesellschaft anzutreffenden E. kufferathii vergleichend untersucht. 
HÃ¶her GPX- (11%) und GR-AktivitÃ¤te (12%) in Chaetoceros sp. legen 
nahe, daÂ der Entgiftung Ã¼be den Ascorbat-Glutathion-Zyklus und 1 oder GSH 
als Reduktions- oder Antioxidationsmittel grÃ¶ÃŸe Bedeutung zukommt als in 
E. kufferathii. Andererseits wurden 25% hÃ¶her SOD-AktivitÃ¤te in E. kufferathii 
gemessen, obwohl die CAT-AktivitÃ¤te 23% niedriger waren. Die vergleichs- 
weise niedrigen CAT-AktivitÃ¤te wurden durch eine andere Form des Wasser- 
stoffperoxidabbaus erklÃ¤rt E. kufferathii umgab sich im Gegensatz zu 
Chaetoceros sp. mit epiphytischen Bakterien. Der EinfluÃ der Epibakterien 
konnte untersucht werden, weil die CAT der E. kufferathii-Zellen und der 
Bakterien aufgrund unterschiedlicher apparenter Molekulargewichte gel- 
elektrophoretisch getrennt werden konnten. Der Wasserstoffperoxidabbau in 
E. kufferathi; erfolgte Ã¼be intramolekulare CAT, GPX und die CAT der 
Epibakterien. In Chaetoceros sp.-Zellen hingegen verlÃ¤uf die Entgiftung Ã¼be 
CAT, GPX und evtl. auch Ã¼be PX. DarÃ¼be hinaus hatte die SOD beider 
Eisdiatomeen unterschiedliche prosthetische Gruppen: Chaetoceros sp. enthielt 
nur die als kÃ¤lteresisten geltende Mn-SOD, E. kufferafhii zusÃ¤tzlic Fe-SOD. 
Die Oxidationsschutzenzyme der beiden Eisdiatomeen unterschieden sich im 
Tagesgang: E. kufferathii hatte im Licht hÃ¶her SOD- und CAT-AktivitÃ¤ten 
Chaetoceros sp. dagegen in der Dunkelphase. Die GPX- und GR-AktivitÃ¤te 
beider Eisdiatomeen waren in der Dunkelphase erhÃ¶ht 
Der EinfluÃ von Temperatur (-4, 0 und 4 'C) und Licht (6, 30, 60, 90 und 
150 pmol Photonen * m"- * s") wurde nach 2, 4 und 8 Tagen auf die CAT, GPX 
und GR der E. kufferathii-Zellen untersucht. Die Eisdiatomee zeigte unter 
Akklimatisationsbedingungen (0 'C, 30 pmol Photonen * m 2  * s " )  niedrigste 
EnzymaktivitÃ¤ten Tiefe Temperaturen erhÃ¶hte die AktivitÃ¤te dabei besonders. 
Schwach- (6 pmol Photonen * m-2 * s )  und Starklicht (90 und 150 pmol 
Photonen * m 2  * s )  fÃ¼hrte zu hÃ¶chste AktivitÃ¤ten die mit steigender 
Temperatur abnahmen. Hervorzuheben war die an tiefe Temperaturen 
angepaÃŸt Entomoneis-CAT, die auf weitere Temperaturerniedrigung im 
Gegensatz zu CAT vieler anderer Organismen durch AktivitÃ¤tserhÃ¶hu 




Ice diatoms in their natural environment are exposed to oxidative stress 
which is a result of low temperatures, changing light intensities, high salinities 
and high concentrations of reactive oxygen species ('02, 02', O H  and H202). 
Protection of aerobic organisms against oxidative stress are antioxidative 
(glutathione, ascorbate, a-tocopherol) and 1 or enzymatic (catalase, 
peroxidases, glutathione reductase and superoxide dismutase) defense 
systems. 
The antarctic ice diatoms Entomoneis kufferathii MANGUIN and 
Chaetoceros sp. were investigated with respect to their enzymatic defense 
systems. The presence of the antioxidative enzymes catalase (CAT, 
EC 1.11.1.6), glutathione peroxidase (GPX, EC 1 .I 1.1.9), glutathione reductase 
(GR, EC 1.6.4.2) and superoxide dismutase (SOD, â‚ 1.15.1.1) was detected 
by spectrophotometry in both ice diatoms. Chaetoceros sp. contained in addition 
peroxidase (PX, EC 1.11.1.7). Ascorbate peroxidase activity (APX, 
EC 1.11.1.11) was not found in E kufferathii and Chaetoceros sp.. With activity 
staining after gel electrophoretic protein separation the number of isoenzymes 
(one CAT and GR respectively, several SOD) was observed and their apparent 
molecular weight was estimated; PX, APX and GPX were not detectable by gel 
electrophoresis. 
Properties of the antioxidative enzymes in E. kufferafhii are comparable to 
defense systems in temperate organisms (higher plants and other algae). The 
temperature-maxima of the enzymes (CAT, GPX, GR and SOD) were clearly 
above the average of antarctic water temperatures. The adaptation of 
E. kufferathii-cells antioxidative defense systems to the antarctic sea ice was 
demonstrated by high enzyme activities even at low temperatures (-4 to 4 ' C ) .  
Particularly low activation energies were determined for SOD (16.4 kJ * mol") 
and CAT (17.5 kJ * mol"). Therefore, they easily can respond to higher 
superoxide anion and hydrogen peroxide concentrations and were decisively 
involved in antioxidative defense. The activation energies for GPX and GR (31 .I 
and 34.0 kJ * mol"') were also lower compared to typical values for enzyme 
reactions ranging between 40 and 80 kJ * mol". 
Former investigations with Bacillariophyceae revealed, that usually CAT is 
lacking. In this work it was demonstrated the first time with antarctic ice diatoms 
that Heterokontophyta of the class of Bacillariophyceae showed also CAT- 
activity. 
VIII 
The enzymatic antioxidative defense systems of Chaetoceros sp. (distributed 
over the thickness of ice) were compared with those of E. kufferathii, which 
frequently occur in the bottom assemblage. 
Higher GPX- (1 1%) and GR-activities (12%) in Chaetoceros sp. suggest that 
the hydrogen peroxide decomposition via ascorbate-glutathione-cycle and 1 or 
GSH as reducing agent or antioxidant is more important than in E. kufferathii. 
On the other hand 25% higher SOD-activities were measured in E. kufferathii, 
although the CAT-activities were 23% lower. The comparatively low CAT- 
activities could be explained by another mechanism of hydrogen peroxide 
reduction: In contrast to Chaetoceros sp. E. kufferathii-celis were surrounded by 
epiphytic bacteria. The influence of epibacteria could be estimated because of 
the difference in the apparent molecular weight of the CAT of E. kufferathii-cells 
and bacteria after gel electrophoretic protein separation. The hydrogen peroxide 
decomposition in E. kufferathii was achieved by intramolecular CAT, GPX and 
the CAT of the epibacteria. In cells of Chaetoceros sp. on the other hand 
hydrogen peroxide is reduced by CAT, GPX and possibly also by PX. Besides, 
different prosthetic groups were present in the diatoms SOD: Chaetoceros sp. 
contained the as cold resistent classified Mn-SOD and E. kufferathii had in 
addition Fe-SOD. 
The antioxidative enzymes of both the ice diatoms differ during the cycle of a 
day: E. kufferathii showed higher SOD- and CAT-activities in the light, in 
Chaetoceros sp., in contrast the enzymes were active in the dark. The GPX- 
and GR-activities of both ice diatoms were elevated during the dark period. 
The effects of temperature (-4, 0 and 4 'C) and light (6, 30, 60, 90 and 150 
pmol photons * m" * s") were investigated after 2, 4 and 8 days with respect to 
CAT, GPX and GR of the E. kufferafhii-ceils. The ice diatom exhibited lowest 
enzyme activities under conditions of acclimation (0 'C, 30 pmol 
photons * m"' * s"). The activities increased especially at low temperatures. 
Low (6 pmol photons * m^ * s") and high light conditions (90 and 150 pmol 
photons * m'" * s"') resulted in highest activities, while with increasing 
temperatures the activities decreased. In contrast to CAT of many other 
organisms the Entomoneis-CAT reacted to further decreasing temperatures 




1 .I Lebensraum Antarktis 
Die Antarktis bildet den grÃ¶ÃŸt in sich geschlossenen Lebensraum der 
Erde. Umgeben wird der 14.2 Millionen Quadratkilometer groÃŸ antarktische 
Kontinent vom SÃ¼dpolarmee (SPINDLER und DIECKMANN, 1991 ). Das 
mÃ¤chtigst StrÃ¶mungssyste der Erde, der antarktische Zirkumpolarstrom 
(ACIERNO et al., 1997), umflieÂ§ in west-Ã¶stlich Richtung dieses erd- 
geschichtlich alte und durch extreme Umweltbedingungen gekennzeichnete 
Ã–kosyste (BOYSEN-ENNEN, 1987). 
Die Eisbedeckung des SÃ¼dpolarmeere schwankt im Jahresgang zwischen 
vier Millionen Quadratkilometern im Februar gegen Ende des sÃ¼dliche 
Sommers und 20 Millionen im September gegen Ende des SÃ¼dwinters Das 
Meereis erreicht dabei Dicken von durchschnittlich einem Meter (SPINDLER 
und DIECKMANN, 1991) und besteht zu mehr als 90% aus einjÃ¤hrige Eis 
(HORNER et al., 1992). 
Meereis bildet sich beim Gefrieren von Meerwasser unter der fÃ¼ seinen 
Salzgehalt kritischen Temperatur. Da bis zu 90% der im Meerwasser 
enthaltenen Elektrolyte konzentriert werden, steigt der Salzgehalt des Wassers, 
das die entstehende Eisschicht unterlagert. Ein Teil der Sole verbleibt in der 
Eisschicht. Sie ist in ihrer Konzentration abhÃ¤ngi von der AusgangssalinitÃ¤t 
dem Alter des Eises und der Geschwindigkeit des Gefrierprozesses. Junges 
Meereis, das sich bei Lufttemperaturen von -30 bis -40 'C schnell gebildet hat, 
kann noch SalinitÃ¤te von bis zu 20 practical salinity unit (PSU) aufweisen. 
Meistens liegen die Werte zwischen 3 und 8 PSU (TARDENT, 1993). Je nach 
Eistemperatur kÃ¶nne SalinitÃ¤te von 70 bis 145 PSU erreicht werden 
(SPINDLER und DIECKMANN, 1991). 
Das antarktische Meereis ist ein wichtiger Lebensraum fÃ¼ Einzeller und 
kleinere Mehrzeller (TARDENT, 1993). SeevÃ¶geln Pinguinen und Robben dient 
das Meereis als Ruheplatz und fÃ¼ die Aufzucht ihrer Jungen (SPINDLER und 
DIECKMANN, 1991). Der antarktische Krill gilt als mit dem Meereis assoziierter 
Organismus. Flohkrebse, Tintenfische (DALY und MACAULAY, 1988), der 
Polardorsch und grÃ¶ÃŸe Fleischfresser bis hin zu den Walen nutzen die im 
oder am Meereis lebenden Organismen als Nahrungsquelle (SPINDLER und 
DIECKMANN, 1991). 
Eine Vielfalt an Organismen lebt im Eis oder an seiner Unterseite. In 
mikrobiellen Gemeinschaften, den sea ice microbial communities (SIMCOs), 
leben Algen, Bakterien, Pilze, Protozoen und andere Mikroorganismen 
zusammen (GARRISON et al., 1986; HORNER et al., 1992). Diatomeen 
dominieren nach Zahl und Vielfalt. Sie fÃ¤rbe das Eis braun oder durchziehen 
es mit braunen Streifen. Im antarktischen Meereis sind rund 200 verschiedene 
Diatomeenarten bekannt. Den grÃ¶ÃŸt Teil bilden dabei pennate Diatomeen. 
Centrische Diatomeen besiedeln ebenfalls das Meereis, sind jedoch hÃ¤ufige in 
der WassersÃ¤ul anzutreffen (SPINDLER und DIECKMANN, 1991). 
Die Wassertemperaturen liegen in der antarktischen Region im Jahreslauf 
zwischen -2 und + I  'C (LÃœNING 1985). Die im Eis lebenden Organismen sind 
in AbhÃ¤ngigkei von der Eisdicke und der Schneeauflage sehr niedrigen 
Temperaturen (bis zu -10 ' C )  (SPINDLER und DIECKMANN, 1991), im oberen 
EissÃ¤ulenbereic bis zu -30 ' C  ausgesetzt. Dort kÃ¶nne BestrahlungsstÃ¤rke 
von nur 0.2 pmol Photonen * m-* * s-I gemessen werden (NOTHNAGEL, 1995). 
Abb. 1.1: Gradienten der BestrahlungsstÃ¤rk in vrnol Photonen * rn"2 * s"' (- - -), der SalinitÃ¤ in 
PSU (-,-.-) und der Temperatur in "C (-) in der EissÃ¤ul (aus McGRATH GROSSI 
und SULLIVAN, 1985; modifiziert nach KIRST.1992). 
Die Albedo des Meereises liegt etwa fÃ¼nfma so hoch wie die der offenen 
See (SPINDLER und DIECKMANN, 1991). Nur ein geringer Teil des die 
MeereisobeflÃ¤ch erreichenden Lichts dringt in die Eisschicht ein. Daher ist fÃ¼ 
die im Meereis lebenden Organismen nur ein geringes Lichtangebot verfÃ¼gbar 
dennoch kÃ¶nne die schwachlichtakklimatisierten Algen Photosynthese 
betreiben. 
Antarktische Eisalgen leben nach HORNER und Mitarbeitern (1988) im Eis 
angeheftet an Eiskristalle, im interstitialen Wasser zwischen Eiskristallen oder 
assoziiert an die OberflÃ¤ch der Eisunterseite, wobei sich verschiedene Typen 
von Gesellschaften unterscheiden lassen (vgl. Abb. 1.2). 









Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Lebensgesellschaften irn Meereis. Die Lebens- 
gesellschaften werden nach ihrer Lage in der EissÃ¤ul in OberflÃ¤chen- Innereis- und 
Bodengesellschaft unterteilt. Zur ObertlÃ¤chengesellschaf gehÃ¶re die Infiltrations- 
und die SchmelztÃ¼rnpelgesellschaft zur Innereisgesellschaft die BÃ¤nder und die 
Laugenkanalgesellschaft und zur Bodeneisgesellschaft die Interstitial- und die 
Untereisgesellschaft (aus HORNER et al., 1988; modifiziert nach BARTSCH, 1989). 
Einleitung 
Auf der Eisoberseite befinden sich die SchmelztÃ¼mpel und Infiltrations- 
gesellschaften, im Eis die BÃ¤nder und Laugenkanalgesellschaften. An der Eis- 
Wasser-Grenze (Unterseite der EissÃ¤ule liegen die Interstitial- und Untereis- 
gesellschaften. Jeder Gesellschaftstyp ist fÃ¼ sich speziellen jahreszeitlichen 
Schwankungen seiner Lebensbedingungen (Temperatur, Licht, SalinitÃ¤t 
Wasserstoffperoxidkonzentration) ausgesetzt. 
Die SchmelztÃ¼mpelgesellschaften die durch Eisschmelze an der Ober- 
flÃ¤che durch Ãœberflutun oder einer Kombination aus beidem gebildet werden, 
gehÃ¶re ebenfalls zur OberflÃ¤chengesellschaf (HORNER et al., 1992). Da das 
antarktische Eis im Gegensatz zum arktischen durch die immer wehenden 
abkÃ¼hlende Winde nur sehr selten an der Oberseite schmilzt, spielt die 
SchmelztÃ¼mpelgesellschaf in der Antarktis nur eine untergeordnete Rolle 
(SPINDLER und DIECKMANN, 1991). An der Eisoberseite sind die Organismen 
hohen SalinitÃ¤te bei sehr tiefen Temperaturen ausgesetzt. 
Die Infiltrationsgesellschaft entsteht an der Schnee-Eis-Grenze durch 
Ãœberflutun des Schnees oder Eises mit Meerwasser. Durch das Gewicht der 
zunehmenden Schneedecke wird die EisoberflÃ¤ch heruntergedrÃ¼ck und 
Meerwasser kann in den Schnee eindringen (HORNER et al., 1992). 
In der EissÃ¤ul sind die BÃ¤nder und Laugenkanalgesellschaften bedeutsam. 
LaugenkanÃ¤l entstehen bei Meereisbildung und TemperaturverÃ¤nderunge im 
Eis. Organismen werden bei der Eisbildung umschlossen oder vom Meer- 
wasser ins Eis eingespÃ¼lt 
Die Organismen der BÃ¤ndergesellschaf werden in einem frÃ¼he Stadium der 
Eisbildung von Eiskristallen an der WasseroberflÃ¤ch eingeschlossen oder 
durch Anwachsen von Eis an einer mehrjÃ¤hrige EissÃ¤ul aus einer ehemaligen 
Bodengesellschaft gebildet (HORNER et al., 1992). Innerhalb der EissÃ¤ul 
bilden sich Gradienten in Bezug auf Temperatur, SalinitÃ¤ und Bestrahlungs- 
stÃ¤rk (vgl. Abb. 1.1). Mit zunehmender Entfernung von der EisoberflÃ¤ch 
sinken SalinitÃ¤ und BestrahlungsstÃ¤rk bei Zunahme der Temperatur. Tiefer im 
Eis lebende Gesellschaften sind zwar weniger tiefen Temperaturen und auch 
geringerer SalinitÃ¤ unterworfen, das Lichtangebot nimmt jedoch ab. 
Die Interstitialgesellschaft wird wie die BÃ¤ndergesellschaf in einer frÃ¼he 
Phase der Eisbildung eingeschlossen oder entsteht durch Anheften von 
Eiskristallen an eine Organismenschicht, die sich bereits an der Eisunterseite 
befindet. 
Durch loses Anheften von Algen oder Anlagern ganzer Algenmatten an die 
Eisunterseite entstehen die Untereisgesellschaften (HORNER et al., 1992). In 
den unteren Bereichen der EissÃ¤ul leben die Organismen bei konstanten 
Temperaturen und SalinitÃ¤te und sehr niedrigen BestrahlungsstÃ¤rken 
Wasserstoffperoxid (H202) ist eine stabile Sauerstoffverbindung, die in der 
Antarktis in der AtmosphÃ¤re im Schnee, eingeschlossen im Eis und im Wasser 
gelÃ¶s vorkommt. H202 gehÃ¶r zu den hÃ¶chs konzentrierten Verunreinigungen 
des polaren Eises (SIGG und NEFTEL, 1988) und wird verstÃ¤rk bei hÃ¶here 
BestrahlungsstÃ¤rke gebildet (PAMATMAT, 1989). DarÃ¼be hinaus ist der 
Eintrag Ã¼be die AtmosphÃ¤r und die Bildung durch Mikroorganismen 
bedeutsam. Erste H202-Messungen wurden 1874, erste systematische 
Untersuchungen zu Beginn der 80er Jahre dieses Jahrhunderts durchgefÃ¼hr (in 
NEFTEL et al., 1984). 
Frischer antarktischer Schnee enthÃ¤l 200 bis 1200 nmol * L Wasserstoff- 
peroxid (PAMATMAT, 1989; RESING et al., 1993; TIEN und KARL, 1993). In 65 
antarktischen Schneeproben wurden auch sehr viel hÃ¶her H202- 
Konzentrationen (bis zu 5 pmol * L") gemessen (EICKEN et al., 1994). In 
Polareis verschiedener Tiefen wurden 350 bis 500 nmol * L" nachgewiesen 
(NEFTEL et al., 1984). OberflÃ¤chenwasse hat vermutlich Wasserstoffperoxid- 
konzentrationen um 100 nmol * L", die mit der Tiefe abnehmen (300 m: 
5 nmol* L-') (WELLER und SCHREMS, 1993). PAMATMAT (1989) konnte 
unterhalb von 200 m noch 12 bis 18 nmol * L" messen. In antarktischen Rock- 
pools wurden zeitweise Konzentrationen von bis zu 2 pmol * L '  (ABELE, 
persÃ¶nlich Mitteilung), in subantarktischen Seen wurden bei der oberflÃ¤chen 
nahen H202-Bildung Konzentrationen von 620 nmol * L"' gemessen. 
Die Hz02-Konzentrationen im grÃ¶nlÃ¤ndisch Eis sind bedeutend hÃ¶he 
(4 bis 5 pmol * L", im ObeflÃ¤chenei bis zu 13 pmol * L )  als im antarktischen 
Meereis. AuÃŸerde verdoppelten sich die Wasserstoffperoxidkonzentrationen 
im grÃ¶nlÃ¤ndisch Eis in den letzten 200 Jahren, wobei der entscheidende 
Anstieg in den letzten 20 Jahren stattfand (SIGG und NEFTEL, 1991). 
Tiefe Temperaturen begÃ¼nstige die Eisbildung und damit steigende 
SalinitÃ¤te in BÃ¤nder und LaugenkanÃ¤len Die im Eis lebenden Organismen 
rÃ¼cke nÃ¤he zusammen, und die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen 
nimmt unvermeidlich zu. Druck, Licht, SalinitÃ¤tserhÃ¶hu durch tiefe 
Temperaturen und erhÃ¶ht Konzentrationen reaktiver Sauerstoffverbindungen 
sind Beispiele fÃ¼ StreÃŸ die auf die Organismen wirken. 
1.2 ,,Was ist StreÃŸ?" 
eine Frage, die Wissenschaftler seit Jahrhunderten beschÃ¤ftig und bis heute 
unbeantwortet ist. StreÃ ist ein 1936 von SEYLE entdecktes und mit diesem 
Namen bezeichnetes Syndrom vielfÃ¤ltige physiologischer Anpassungen an 
unspezifische innere und Ã¤uÃŸe Reize (Lexikon der Biochemie und 
Molekularbiologie, 1995). Moderne StreÃŸforschun beim Menschen zeigt: StreÃ 
entsteht, wenn sich der Geist gegen das wehrt, was ist. Die meisten Menschen 
versuchen den Strom ihres Lebens mit aller Kraft zu beschleunigen oder leisten 
Widerstand ... Dieser Widerstand fÃ¼hr zu Turbulenzen, die wir als physische, 
geistige oder emotionale Anspannung spÃ¼re (MULLER-SPUDE, persÃ¶nlich 
Mitteilung). 
LEVITT (1972) schrieb ein Buch, in dem ausschlieÃŸlic die Antwort von 
Pflanzen auf Umweltfaktoren aufgezeigt wird (,,... biologists have adopted the 
term stress for any environmental factor potentially unfavorable to living 
organisms and stress resistance for the ability of the plant to survive the 
unfavorable factor."). Definitionen beispielsweise von GRIME (in MIYAKE und 
ASADA, 1994) (,, ... mechanisms that limit the plant biomass by causing its 
partial or complete destruction . . . ' I ,  oder ,,... external constraints limiting the 
resource acquisition, growth or reproduction of organisms . . . I 1 )  wurden 
aufgegriffen und erweitert (DAVISON und PEARSON, 1996). HIPPELI und 
ELSTNER (1996) definieren sieben StreÃŸfelder wobei die EinflÃ¼ss von Sonne, 
Mond und magnetischen Feldern in Abbildung 1.3 unberÃ¼cksichtig bleiben. 
KÃ¤ltestre beispielsweise wurde vermutlich erstmals 1778 an Pflanzen 
dokumentiert (LEVITT, 1972), doch erfrieren Lebewesen seit Menschen- 
gedenken. Verschiedene Ãœbersichtsartike belegen das Interesse am 
Temperatur- (ARAGNO, 1981; HALLOREN und OQUIST, 1990; LI et al., 1991; 
BURKE, 1995), Licht- (DEMMIG-ADAMS und ADAMS, 1992; SCHAFER und 
SCHMID, 1993; HADER, 1997) und SalzstreÃ (HASEGAWA et al., 1994; 
BISSON und KIRST, 1996; GENTER, 1996) hÃ¶here Pflanzen und auch Algen. 
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Abb. 1.3: Die sieben StreÃŸfelde fÃ¼ Pflanzen, modifiziert nach HIPPELI und ELSTNER, 1996. 
Die VerÃ¶ffentlichunge zum StreÃŸeinflu auf die Oxidationsschutzenzyme 
verschiedener Kulturpflanzen sind besonders durch Temperatur- (VOLK und 
FEIERABEND, 1989; FEIERABEND et al., 1992; JAHNKE et al., 1991; 
WALKER et al., 1991; MISHRA et al., 1993; ANDERSON et al., 1995; 
SARUYAMA und TANIDA, 1995; FADZILLAH et al., 1996; O'KANE et al., 1996; 
TANIDA, 1996; FRYER et al., 1998), Licht- (VOLK und FEIERABEND, 1989; 
MISHRA et al,, 1993; MISHRA et al,, 1995; R A 0  et al., 1996; CHANG und 
KAO, 1998), Salz- (LUTTS und GUERRIER, 1995; SANCHO et al., 1996; 
STREB und FEIERABEND, 1996; PIQUERAS et al., 1996; GUETA-DAHAN et 
al., 1997; MISZALSKI et al., 1998) und Austrocknungsuntersuchungen (ZHANG 
und KIRKHAM, 1996A; ZHANG und KIRKHAM, 1996B; LI und VANSTADEN, 
1998) dokumentiert. 
Auch fÃ¼ Algen ist der StreÃŸeinflu von Temperatur (CLARE et al., 1984; 
CHO et al., 1994), erhÃ¶hte Sauerstoffkonzentration (MARQUEZ et al., 1995), 
Salz (MURTHY et al., 1988), Austrocknung (MURTHY und SHARMA, 1989) 
und Licht (COLLEN und PEDERSEN, 1996, besonders unter UV-Belastung: 
LESSER und SHICK, 1989; LESSER, 1996A; LESSER, 1996B) auf den 
enzymatischen Oxidationsschutz beschrieben. 
StreÃ verursacht oxidativen StreÃŸ der durch Auftreten und Reaktionen 
reaktiver Sauerstoffverbindungen gekennzeichnet ist (BOWLER et al., 1992). 
1.3 Reaktive Sauerstoffverbindungen 
Reduzierte Sauerstofformen wie das Superoxidanion (O;), Wasserstoff- 
peroxid und das Hydroxylradikal (OH') wurden in den letzten Jahren intensiv 
untersucht (Ãœbersichtsartikel CADENAS, 1989). Superoxidanionen und 
Wasserstoffperoxid sind in physiologischen Konzentrationen unbedenklich 
(ASADA et al., 1973), dennoch werden in vivo aus Wasserstoffperoxid und 
Superoxidanionen durch die eisenionenkatalysierte HABER-WEISS-Reaktion 
(H202 + 0 2 "  -r O2 + OH' + OH') Hydroxylradikale gebildet. 
Hydroxylradikale sind hochreaktiv (CADENAS, 1989; HALLIWELL und 
GUTTERIDGE, 1989) und kÃ¶nne Proteine denaturieren, zu DNA-Mutationen 
und Lipidperoxidationen fÃ¼hren Der durch Licht aktivierte Singulett-Sauerstoff 
('02) wirkt ebenso zerstÃ¶ren (CADENAS, 1989; HALLIWELL und GUTTE- 
RIDGE, 1989). 
Sauerstoffradikale werden durch viele verschiedene biologische Oxidationen 
gebildet, besonders in der Elektronentransportkette der Chloroplasten, aber 
auch in der Atmungskette in den Mitochondrien, dem endoplasmatischen 
Reticulum und den Microbodies (ELSTNER, 1990). Die Sauerstoffradikalbildung 
nimmt unter StreÃŸbedingunge in Pflanzen stark zu (Ubersichtsartikel: 
BOWLER et al., 1992). 
Organismen produzieren auch extrazellulÃ¤ H202, wie beispielsweise der 
marine Phytoplankter Hymenomonas carterae (bis 2 * 1 0  pmol * zelle1 * h ) ,  
der erheblich zur Wasserstoffperoxidbildung im Wasser beitrÃ¤gt Von 38 
untersuchten Cyanobakterien produzieren mehr als die HÃ¤lft H202 (STEVENS 
et al., 1973). In Organellen (Mitochondrien und Chloroplasten) von Euglena 
gracilis wird Wasserstoffperoxid gebildet, das sofort ins Cytosol diffundieren 
kann. Superoxidanionen und H202 entstehen in Mitochondrien, Mikrosomen 
und Chloroplasten (ISHIKAWA et al., 1993B). ZEPP und Mitarbeiter (1986) 
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Die Wasserstoffperoxiddiskussion wird kontrovers gefÃ¼hrt Wasserstoff- 
peroxid ist an der Hydroxylradikalbildung beteiligt. Untersuchungen an Mais- 
keimblattscheiden zeigen: Wasserstoffperoxid hemmt in viv0 das Zellwand- 
streckungswachstum und setzt in vitro die Zellwandausdehnbarkeit bei extern 
zugegebenen Konzentrationen von 10 bis 10,000 pmol * L" herab (SCHOPFER, 
1996). SCHRECK und Mitarbeiter (1996) nahmen die H202-Produktion als erste 
Reaktion auf StreÃ an. Dennoch hat die Wasserstoffperoxidbildung auch 
positive Aspekte: H202 ist die erste Verteidigungslinie gegen einwandernde 
Pathogene und kann schnell durch biologische Membranen diffundieren 
(APOSTOL et al., 1989). JUVEN und PIERSON (1997) zeigten ebenfalls, daÂ 
Wasserstoffperoxid bakterizide Effekte aufweist, weil das Wachstum von 
Bakterien gehemmt und einwandernde Mikroorganismen getÃ¶te werden. 
Laboruntersuchungen belegen, daÂ die Entwicklung einer Pflanze von der 
Wasserstoffperoxidkonzentration im Medium abhÃ¤ngi ist (APASHEVA und 
KOMMISSAROW, 1996). 
Vermutlich wird die Bildung von flÃ¼chtige halogenierten Verbindungen 
(volatile halogenated compounds, VHC) durch H202 induziert (COLLEN et al., 
1994). BERG und Mitarbeiter (1983) fÃ¼hre einen Bromanstieg im Sommer in 
der antarktischen TroposphÃ¤r auf die Emission von Bromoform aus roten 
benthischen Makroalgen zurÃ¼ck STURGES und Mitarbeiter (1992) belegten in 
Laborversuchen, daÂ Eisalgen der Eisunterseite (vorwiegend pennate 
Diatomeen) Bromoform freisetzen. Eisalgen tragen damit erheblich zur 
Produktion organischer Bromverbindungen bei, die vergleichbar mit den 
Emissionen anthropogenen Ursprungs und aus Makrophyten sind. 
Aerobe Organismen, besonders Pflanzen, verfÃ¼ge Ã¼be beeindruckende 
Verteidigungsmechanismen (enzymatisch und nichtenzymatisch), die beispiels- 
weise verhindern, daÂ sich das Ã¼berau zerstÃ¶rerisch Hydroxylradikal bildet. 
Die Verteidigungsstrategien nach SIES (1993) bestehen in Vorbeugen, 
Abfangen und Reparieren. Pflanzen enthalten hohe Konzentrationen an 
Antioxidantien wie Glutathion (GSH), Ascorbat (AsA) und U-Tocopherol, neben 
weniger wichtigen antioxidativ wirkenden Verbindungen (Carotenoide, 
Polyphenole). Enzymatischer Oxidationsschutz wird durch Catalase (CAT), 
Peroxidase (PX), Ascorbat Peroxidase (APX), Glutathion Peroxidase (GPX), 
Glutathion Reduktase (GR) und Superoxid Dismutase (SOD) gesichert. 
1.4 Enzymatischer Oxidationsschutz 
Catalase und Peroxidasen sind die Enzyme, die Wasserstoffperoxid in 
Pflanzen entgiften. Catalase dismutiert Wasserstoffperoxid zu Wasser und 
Sauerstoff (2 H202 -+ 2 H20 + 02). In den Peroxisomen wird Wasserstoff- 
peroxid durch Catalase, auÃŸerhal in der Regel von Peroxidasen entgiftet. 
Catalase ist fÃ¼ geringe H202-Konzentrationen weniger geeignet, weil das 
reaktive Zentrum des Enzyms zwei WasserstoffperoxidmolekÃ¼l benÃ¶tig 
(DALTON et al., 1987). 
Peroxidasen wandeln Wasserstoffperoxid mit Hilfe eines reduzierenden 
Substrats (RH2) zu Wasser um (RH2 + H202 ->Â R + 2 HyO). Peroxidasen 
werden nach ihrer SubstratspezifitÃ¤ klassifiziert. 
Catalase (CAT, EC 1 .I 1 . I  .6): CatalaseaktivitÃ¤ wurde erstmals 181 8 von 
THENARD in pflanzlichem Gewebe beobachtet. 1901 gab LOEW dem 
einzelnen, trennbaren Enzym, das Wasserstoffperoxid abbaute, den Namen 
Catalase. WARBURG schlug vor, daÂ CAT Eisen enthÃ¤lt weil das Enzym 
durch Cyanidionen gehemmt wurde (in SCANDALIOS, 1994). 
In Pflanzen entgiftet Catalase Wasserstoffperoxid, das wÃ¤hren der 
Photorespiration und Â§-Oxidatio von FettsÃ¤ure gebildet wird. DarÃ¼be hinaus 
sind Catalasen bei der Entgiftung reaktiver Sauerstoffverbindungen bedeutsam, 
die bei StreÃ verstÃ¤rk entstehen. Obwohl Catalasen die intrazellulÃ¤r 
Wasserstoffperoxidkonzentration kontrollieren, ist wenig Ã¼be die Funktion des 
Enzyms unter StreÃ bekannt (MacRAE und FERGUSON, 1985; FEIERABEND 
und ENGEL, 1986; VOLK und FEIERABEND, 1989; FEIERABEND et al., 
1992). Das liegt vermutlich daran, daÂ Catalasen in der Regel in Peroxisomen 
lokalisiert sind, StreÃŸuntersuchunge jedoch meistens an Chloroplasten und 
Mitochondrien (Superoxidanionenquellen) durchgefÃ¼hr werden (WILLEKENS et 
al., 1995). 
Die meisten bislang beschriebenen Catalasen sind tetramer mit Molekular- 
gewichten von 220 bis 270 kDa. Abgesehen von der mitochondrialen CAT3 aus 
Mais (SCANDALIOS et al., 1980) und der 1997 in Chlamydomonas reinhardfii 
(KAT0 et al.) entdeckten dimeren Catalase sind Pflanzencatalasen in 
Microbodies lokalisiert. Die Ãœbersichtsartike von SCANDALIOS (1994) und 
WILLEKENS (1995) beschreiben ausfÃ¼hrlic Regulation und Eigenschaften von 
Pflanzencatalasen. 
Catalase in Algen: In vielen Algenabteilungen (VAN DEN HOEK et al., 1993) 
konnte CAT nachgewiesen werden: Glaucophyta (BETSCHE et al., 1992), 
Rhodophyta (MIURA etal., 1978; STABENAU, 1992A; NAKANO et al., 1995), 
Dinophyta (MATTA und TRENCH, 1991; BUTOW et al., 1994; MATTA, 1995; 
BUTOW et al., 1997A). Die meisten CAT-Untersuchungen wurden an Vertretern 
der Chlorophyta (insbesondere Chlorophyceae) durchgefÃ¼hr (mehr als 30 
VerÃ¶ffentlichungen) CAT-AktivitÃ¤ wurde auch an Zygnematophyceae 
(STABENAU, 1976; STABENAU und SAFTEL, 1981; STABENAU, 1984; 
STABENAU et al., 1984) gemessen, die anderen Klassen der Chlorophyta 
wurden kaum oder bislang nicht untersucht. AuÃŸerde wurde in allen bisher 
untersuchten Klassen der Heterokontophyta CAT nachgewiesen (LU1 et al., 
1968; GROSS et a l ,  1985; BACKESHOFF und STABENAU, 1990; 
STABENAU, 1992C; STABENAU, 1992D). In vielen Bacillariophyceae konnte 
das Enzym nicht detektiert werden (PAUL et al., 1975; GROSS et al., 1985; 
SUZUKI et al., 1991; STABENAU, 1992B; WINKLER und STABENAU, 1995). 
CatalaseaktivitÃ¤ in Diatomeen wurde erstmals von HAZZARD (1992) in 
Chaetoceros gemessen. Der Posterbeitrag ,,Antioxidative Defense in Ice Algae: 
Catalase (EC 1.1 1 .I .6) in Entomoneis kufferathir (SCHRIEK und KIRST) auf 
dem EPC 1 in KÃ¶l 1996 zeigte, daÂ eine weitere Bacillariophyceae Catalase 
enthÃ¤lt HAZZARD und Mitarbeiter (1997) haben CatalaseaktivitÃ¤ bei 
Chaetoceros gracilis in StreÃŸversuche gemessen (vgl. Kap. 4.2). In 
Haptophyta wurde CAT in niedriger Konzentration (SUZUKI et al., 1991) 
gefunden; in Chryptophyta (SUZUKI et al., 1991) und Euglenophyta (YOKOTA, 
1992) konnte bislang keine Catalase nachgewiesen werden; Chlorarachnophyta 
wurden nicht untersucht. 
STABENAU und Mitarbeiter fÃ¼hrte viele CAT-Untersuchungen zur 
Lokalisierung, Isolierung und Charakterisierung an Microbodies durch. Eine 
Algen-CAT wurde erstmals von NAKANO und Mitarbeitern (1 995) aus Porphyra 
yezoensis gereinigt. Eine erste dimere mitochondriale Catalase wurde bei der 
Charakterisierung der GrÃ¼nalg Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen. 
DarÃ¼be hinaus wurde eine weitere cytosolische CAT entdeckt (KAT0 et al., 
1997). TAKEDA und Mitarbeiter (1997) entwickelten ein Modell fÃ¼ den 
Wasserstoffperoxid-Metabolismus in Chlamydomonas reinhardtii, in dem sie 
ebenfalls eine cytosolische Catalase postulieren (vgl. Kap. 1.5). 
Peroxidasen (PX, EC 1 .I 1 .I .7) sind Glykoproteine (35 bis 100 kDa), die im 
Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet sind (VAN HUYSTEE, 1987) und geringe 
Substrat- und hohe WasserstoffperoxidspezifitÃ¤ haben. PX wird gleichnamig 
mit Guaiacol Peroxidase und Horse Radish Peroxidase verwendet. Bislang sind 
mehr als zehn (vermutlich sogar 40) Isoenzyme bekannt, die in verschiedenen 
Kompartimenten lokalisiert sind (NESSEL und MÃ„DER 1977). PX reagiert mit 
verschiedenen anorganischen und organischen Substanzen (BANCI, 1997). 
Peroxidase in Algen: PX-AktivitÃ¤ wurde in UIva lacfuca nachgewiesen 
(MURTHY ef al., 1988). 
In marinen Algen kommen eher Haloperoxidasen als PX vor, weil sie eine 
bedeutende Rolle bei der Produktion organischer halogenierter Verbindungen 
spielen, die in marinen Organismen weit verbreitet sind. Die erste Reinigung 
einer Haloperoxidase gelang aus Ascophyllum nodosum (VILTER, 1983), auch 
Laminaria digifata und Laminaria saccharina enthalten verschiedene Isoformen 
(in ALMEIDA ef al., 1998). Drei vanadiumabhÃ¤ngig lodo-PX (EC, 1 .I 1.1.8) 
wurden aus Saccorhiza polyschides (Phaeophyceae) gereinigt (ALMEIDA et al., 
1998). Bromo-PX (gehÃ¶r zur Unter-Unterklasse EC 1 .I 1 . I )  ist in verschiedenen 
marinen Algen enthalten und wurde aus Corallina pilulifera charakterisiert 
(ITOH ef al., 1987). Von 72 auf Bromo-PX untersuchten Algen wiesen 55 
PX-AktivitÃ¤ auf. Rotalgen hatten in der Gruppe die hÃ¶chste AktivitÃ¤ten 
Braunalgen die niedrigsten (HEWSON und HAGER, 1980). 
Ascorbat Peroxidase (APX, EC 1.1 1.1.1 1 ) ist eine Wasserstoffperoxid 
entgiftende Peroxidase, die Ascorbat (AsA) als Elektronenspender in hÃ¶here 
Pflanzen und Algen nutzt (ASADA, 1992). AsA wurde in den Chloroplasten 
hÃ¶here Pflanzen in Konzentrationen von 10 bis 50 rnM nachgewiesen (FOYER 
ef al., 1983). Bisher wurden vier APX-lsoenzyme gefunden: 
1. in den Chloroplasten, eine thylakoidgebundene (tAPX) (MIYAKE und 
ASADA, 1992; MIYAKE ef al., 1993) und eine lÃ¶slich Form im Stroma 
(sAPX) (NAKANO und ASADA, 1987; CHEN und ASADA, 1989). 
2. eine cytosolische APX, die das im Cytosol gebildete Wasserstoffperoxid 
reduziert (cAPX). 
3. ein membrangebundenes Isoenzym in KÃ¼rbi (YAMAGUCHI et al., 1995) 
und Baumwolle (BUNKELMANN und TRELEASE, 1996). 

Glutathion Peroxidase (GPX, EC 1 . I  1 .I .9) ist eine H202-entgiftende PX, die 
reduziertes Glutathion (GSH) als Substrat nutzt. GPX wurde 1957 in 
Schweineerythrocyten entdeckt (MILLS, 1957). Anfang der 70er Jahre isolierten 
FLOHE und Mitarbeiter aus Schweineerythrocyten die fÃ¼ Glutathion spezifische 
Peroxidase. GPX benÃ¶tig Selen als Cofaktor (ROTRUCK et al., 1972). Bis 
1976 wurde angenommen, daÂ GPX nur als Selenoproteine vorkommen. Die 
ersten selenunabhÃ¤ngige GPX wurden 1976 in verschiedenen Geweben von 
Ratten nachgewiesen (in CARMAGNOL et al., 1983). GPX sind vornehmlich im 
Cytosol und den Mitochondrien lokalisiert. Sie sind in tierischen Geweben 
(einschlieÃŸlic Fisch) weit verbreitet (TAPPEL et al., 1982) und wurden in allen 
untersuchten SÃ¤ugetiergewebe gefunden (MANNERVIK, 1985), ebenso in 
Insekten (AHMADetal., 1989). RENNENBERG (1982) faÃŸt die GPX- 
Vorkommen in Pflanzen zusammen. HALLIWELL und GUTTERIDGE (1989) 
zweifelten am allgemeinen Vorkommen von GPX in hÃ¶here Pflanzen, obwohl 
schon 1985 GPX in Spinat, Mais, Wasserlinse, Platane und Sojabohne 
nachgewiesen wurden (DROTAR et al., 1985). Die erste Reinigung einer 
pflanzlichen GPX erfolgte aus Aloe vera (SABEH ef al., 1993). 
GPX in Algen: 1982 wurde erstmals GPX in Mikroalgen (verschiedene 
Euglena-StÃ¤mme Astasia longa) nachgewiesen (OVERBAUGH und FALL, 
1982). Die erste Reinigung und Charakterisierung einer Algen-GPX erfolgte aus 
Euglena gracilis (OVERBAUGH und FALL, 1985). Das selenunabhÃ¤ngig 
Enzym ist im Cytosol lokalisiert. PRICE und HARRISON (1988) wiesen in der 
marinen Diatomee Thalassiosira pseudonana HUSEDT selenabhÃ¤ngige 
membrangebundene und lÃ¶slich GPX nach. SelenabhÃ¤ngig GPX mit einer 
obligaten SubstratspezifitÃ¤ fÃ¼ GSH wurde aus Chlamydomonas reinhardtii 
gereinigt (323fach) und charakterisiert (SHIGEOKA ef al., 1991). 1995 
entdeckte MATTA im Dinoflagellaten Ostreopsis lenticularis GPX. 
Glutathion Reduktase (GR, EC 1.6.4.2) gehÃ¶r zu den wenigen Enzymen, bei 
denen der Weg des Elektronenflusses gut charakterisiert ist. GR ist ein sehr 
weit verbreitetes Enzym, das die NADPH-abhÃ¤ngig Reduktion von Glutathion- 
disulfid (GSSG) zu Glutathion katalysiert. GSH wirkt als intrazellulÃ¤re 
Reduktionsmittel. Die Inaktivierung von Proteinen mit S-H-Gruppen durch 
spontane Oxidation zu gemischten Disulfiden kann durch Disulfidaustausch mit 
GSH umgekehrt werden (VOET und VOET, 1992). Das Tripeptid GSH wird in 
fast allen lebenden Zellen gefunden und ist an zahlreichen biochemischen 
Reaktionen beteiligt. 
GSH schÃ¼tz Enzyme vor Oxidation. Das dabei gebildete oxidierte Glutathion 
(GSSG) kann durch GR (GSSG + NADPH + H" -r 2 GSH + NADP*) reduziert 
werden (FOYER und HALLIWELL, 1976). GSH fungiert auch als Coenzym in 
mehreren enzymatisch katalysierten Reduktionen und spielt zudem beim 
Transport von AminosÃ¤ure eine wichtige Rolle (VOET und VOET, 1992). 
DarÃ¼be hinaus ist GSH an der Wasserstoffperoxidentgiftung beteiligt 
(BIELAWSKI und JOY, 1986). GR-Vorkommen sind fÃ¼ viele Mikroorganismen 
und zahlreiche pflanzliche und tierische Gewebe beschrieben (WEIDEMANN, 
1975). Das Enzym wurde beispielsweise aus Hefe, SpinatblÃ¤ttern der Leber 
von Ratte und Kaninchen und menschlichen Erythrocyten isoliert und gereinigt 
(SHIGEOKA et al., 1987). Die subzellulÃ¤r Lokalisation wurde intensiv an Tier- 
gewebe untersucht. GR war in der Regel im Cytosol lokalisiert. GSH und GR 
wurden auch in den Chloroplasten von Spinat (FOYER und HALLIWELL, 1976) 
und Erbsenwurzeln nachgewiesen (BIELAWSKI und JOY, 1986). 
GR in Algen: 1987 wurde erstmals eine GR aus Algen charakterisiert 
(Euglenagracilis). Die maximale AktivitÃ¤ wurde bei pH 8.2 und einer 
Temperatur von 52 'C gemessen. Das Enzym hatte ein Molekulargewicht von 
79 kDa und bestand aus zwei Untereinheiten (40 kDa, SDS). Die ersten und 
bislang einzigen Reinigungen von GR aus Algen erfolgten 1993 an der 
einzelligen GrÃ¼nalg Chlamydomonas reinhardtii. SERRANO und LLOBELL 
(1993) entdeckten dabei zwei GR, lokalisiert in Cytoplasma und Plastiden, 
wohingegen TAKEDA und Mitarbeiter (1993A) nur eine cytoplasmatische GR 
nachweisen konnten. 
Superoxid Dismufasen (SOD, EC 1 .I 5.1 .I) sind Metalloenzyme, die in allen 
Organismen die Disproportionierung von Superoxidanionen zu Wasserstoff- 
peroxid und molekularem Sauerstoff katalysieren (2 02" + 2 H' + H202 + 02). 
SOD sind wahrscheinlich als Anpassung auf die 02-AtmosphÃ¤r entstanden 
und schÃ¼tze die Zelle gegen 02"-ToxizitÃ¤ (FRIDOVICH, 1975). Superoxid- 
anionen werden in Zellen unvermeidlich durch Einelektronenreduktionen aus 
molekularem Sauerstoff gebildet. Durch Disproportionierung entsteht 
Wasserstoffperoxid. Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid erzeugen durch 
die eisenkatalysierte HABER-WEISS-Reaktion die hochreaktiven Hydroxyl- 
radikale. Die Hydroxylradikalbildung kann nur unterdrÃ¼ck werden, wenn 
Superoxidanionen in situ entgiftet werden. 
SOD wurde von McCORD und FRIDOVICH (1969) in Rindererythrocyten 
entdeckt (CuIZn-SOD, 32 kDa). SOD haben Molekulargewichte zwischen 21.5 
und 105 kDa. Drei verschiedene SOD wurden gefunden, die nach den 
prosthetischen Metallatomen benannt wurden: CuIZn-, Mn-, und Fe-SOD. 
BEAUCHAMP und FRIDOVICH (1971) entwickelten eine Methode zur FÃ¤rbun 
nativer SOD. Die verschiedenen SOD kÃ¶nne durch Reaktionen mit KCN und 
H202 unterschieden werden (KANEMATSU und ASADA, 1990). CulZn-SOD 
werden irreversibel durch KCN und H202 gehemmt, Fe-SOD durch H202, 
wÃ¤hren Mn-SOD nicht reagiert (FRIDOVICH, 1975). AuÃŸerde wurde eine 
FeIMn-SOD (hydrid-SOD) aus E. coli isoliert. Die unterschiedlichen Enzyme 
sind in verschiedenen Zellkompartimenten lokalisiert, weil 02' nicht 
membrangÃ¤ngi ist. 
SOD-Verteilung in Pflanzen: Fe-SOD ist ein dimeres Enzym, das in einigen 
hÃ¶here Pflanzen ausschlieÃŸlic in Chloroplasten gefunden wurde (Ãœbersichts 
artikel: BOWLER et al., 1994). Fe-SOD wurde in E. coli, marinen Bakterien und 
Cyanobakterien (Plectonema, Spirulina) nachgewiesen (FRIDOVICH, 1975). 
Fe-SOD- und Mn-SOD-lsoenzyme sind auch fÃ¼ verschiedene Zellen 
freilebender Cyanobakterien beschrieben (Anabaena, Nostoc). In allen 
untersuchten Cyanobakterien hat die Fe-SOD die hÃ¶chste AktivitÃ¤te (GRILL1 
CAIOLA und CANINI, 1993). In Tieren wurde Fe-SOD bislang nicht delektiert. 
Mn-SOD wurde intensiver erforscht und scheint in allen bisher untersuchten 
Pflanzenmitochondrien vorzukommen. Die di- oder tetrameren Mn-SOD 
kommen in den Thylakoidmembranen von Cyanobakterien (OKADA et al., 
1979), GrÃ¼nalge (KANEMATSU und ASADA, 1979) und Spinat (HAYAKAWA 
et al., 1985) vor. Neben mitochondrialer Mn-SOD wurden auch glyoxysomale 
und peroxisomale Isoformen in Wassermelonen (SANDALIO und DEL RIO, 
1987) und Erbsen (DEL RIO et al., 1983) lokalisiert, obwohl Mn-SOD in 
Microbodies anderer hÃ¶here Pflanzen nicht gefunden wurde (ASADA et al., 
1973; BAUM und SCANDALIOS, 1979; BAUM und SCANDALIOS, 1981). 
Mn-SOD sind weit verbreitet unter prokaryotischen und eukaryotischen 
Organismen. Sie wurden in Bakterien und Mitochondrien von Pflanzen und 
Tieren nachgewiesen (WEISIGER und FRIDOVICH, 1973; FRIDOVICH, 1975; 
JACKSON et al., 1978). 
Cu/Zn-SOD bestehen aus zwei Untereinheiten (eine mit Zink, eine mit 
Kupfer) und sind die am intensivsten untersuchten SOD. Sie wurden in 
SÃ¤ugetieren VÃ¶geln Invertebraten, Pilzen und Pflanzen nachgewiesen. 
CuIZn-SOD kommen in verschiedenen Zellkompartimenten vor. Sie wurden in 
Chloroplasten und Mitochondrien lokalisiert, wo das Superoxidanion gebildet 
wird. Vermutlich sind CuIZn-SOD immer im Cytosol zu finden, weil die Mn- und 
Fe-SOD organellspezifisch sind. Cytosolische CuIZn-SOD ist fÃ¼ viele hÃ¶her 
Pflanzen beschrieben (Ãœbersichtsartikel BOWLER et al., 1994), wie zum 
Beispiel fÃ¼ Reis (KANEMATSU und ASADA, 1989), aus dem das erste 
pflanzliche SOD-kodierende Gen isoliert wurde. Die cytosolische CuIZn-SOD in 
Spinat ist nahe der Vakuole, dem Kern und der apoplastischen Region 
lokalisiert (OGAWA et al., 1996). Daneben verfÃ¼ge viele hÃ¶her Pflanzen Ã¼be 
CuIZn-SOD im Stroma der Chloroplasten (Ãœbersichtsartikel BOWLER et al., 
1994). 
Weitere Vorkommen von CuIZn-SOD wurden in MembranzwischenrÃ¤ume 
der Mitochondrien von Helianthus tuberosus (ARRON et al., 1976), Spinat 
(ASADA et al., 1973), Erbsen (SANDALIO et al., 1987), Brassica campestris 
(BRIDGES und SALIN, 1981) und Wassermelonenglyoxysomen (SANDALIO 
und DEL RIO, 1987) beschrieben. Im Menschen wurde auch extrazellulÃ¤r 
CuIZn-SOD gefunden, die fÃ¼ Pflanzen bislang zweimal nachgewiesen wurde 
(CASTILLO et al., 1987; SCHINKEL et al., 1998). 
ZusammengefaÃŸt Alle hÃ¶here Pflanzen scheinen eine mitochondriale 
Mn-SOD und eine cytosolische CuIZn-SOD mit Fe-SOD und 1 oder CulZn-SOD 
im Stroma der Chloroplasten zu besitzen. Vermutlich haben Pflanzen auch 
peroxisomale SOD. Die Zahl der verschiedenen Isoenzyme der unter- 
schiedlichen SOD variiert sehr von Pflanze zu Pflanze. Chloroplastische 
SOD ist in grÃ¼ne BlÃ¤ttern cytoplasmatische und mitochondriale sind in 
keimenden PflanzensÃ¤mlinge und in etioliertem Gewebe vorherrschend 
(JACKSON et al., 1978; FOSTER und EDWARD, 1980; SANDALIO und DEL 
RIO, 1987; KANEMATSU und ASADA, 1989; KANEMATSU und ASADA, 
1990). Prokaryotische SOD sind mit wenigen Ausnahmen Fe- und Mn-SOD, 
eukaryotische SOD ist cytosolische CuIZn-SOD. 
EvolufionÃ¤r Befrachtung: Alle bislang untersuchten Prokaryoten enthalten 
Mn- und Fe-SOD, wobei CulZn-SOD meistens fehlt. Eukaryotische Algen und 
Protozoen besitzen nur Fe- und Mn-SOD (ASADA ef al., 1977). CulZn-SOD 
(cytosolisch) wurde in allen hÃ¶here Eukaryoten einschlieÃŸlic dem Tierreich 
ebenso wie Mn-SOD (Mitochondrien) gefunden. Die phylogenetische Verteilung 
der SOD zeigt an, daÂ Mn- und Fe-SOD nahe verwand sind, wohingegen die 
CuIZn-SOD unabhÃ¤ngi davon ist (ASADA ef al., 1980; BOWLER ef al., 1994). 
SOD in Algen: CuIZn-SOD ist in hÃ¶here Pflanzen und Tieren weit verbreitet, 
in Algen meistens nicht nachzuweisen (LUMSDEN und HALL, 1975; ASADA et 
al., 1977; HENRY und HALL, 1977), Ausnahmen bilden die GrÃ¼nalge Chara 
und Spirogyra (HENRY und HALL, 1977), sowie die bisher untersuchten 
Dinoflagellaten: Symbiodinium microadriaficum enthÃ¤l CuIZn-, Mn- und 
Fe-SOD (MATTA ef al., 1992), in Gonyaulax polyedra und in Peridinium 
gafunense wurden lediglich CuIZn- und Mn-SOD gefunden (ASANO ef al., 
1996; BUTOW ef al., 1997B). ASADA und Mitarbeiter (1977) konnten in 
verschiedenen Charo- (2), Chloro- (6), Eugleno- (I),  Phaeo- (4), Chryso- (2) 
und Rhodophyta (5) keine CuIZn-SOD nachweisen. 
CulZn-SOD kommt in verschiedenen aquatischen Angiospermen und Farnen 
vor. Auch der Rotalge Porphyridium cruenfum sowie den GrÃ¼nalge Codium 
fragile und Scenedesmus obliquus fehlt CuIZn-SO D (LUMSDEN und HALL, 
1975). Untersuchungen an GrÃ¼nalge ergaben fÃ¼ Scenedesmus obliquus vier 
Fe- und fÃ¼n Mn-SOD (REDMOND et al., 1985). Die erste aus GrÃ¼nalge 
gereinigte SOD war eine Fe-SOD (54fach, 40 kDa, zwei Untereinheiten), die 
neben drei Mn-SOD in Chlamydomonas reinhardfii vorkommt (SAKURAI et al., 
1993). Aus Chlamydomonas reinhardfii wurde auch das erste Fe-SOD 
kodierende Gen aus Algen isoliert (CHEN ef al., 1996). 
Die erste Reinigung einer Algen-SOD (Mn-SOD, 239fach) erfolgte aus 
Porphyridium cruenfum (MISRA und FR1 DOVICH, 1 977). KANEMATSU und 
ASADA (1979) reinigten erstmals eine Fe-SOD (Euglena gracilis, 350fach). 
Euglena enthielt auch eine thylakoidgebundene Mn-SOD. 
Einleitung 
1.5 Lokalisierung des enzymatischen 
Oxidationsschutzes 
Die zellulÃ¤r Sauerstoffaktivierung findet in verschiedenen Kompartimenten 
statt (ELSTNER, 1990). In Pflanzen wurde besonders die Einelektronen- 
reduktion von Sauerstoff (eine unvermeidliche Reaktion bei der Superoxid- 
anionen gebildet werden) in belichteten Chloroplasten untersucht (NAKANO 
und ASADA, 1987). SOD katalysiert im Stroma und Lumen die 
Disproportionierung von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und 
Sauerstoff (HAYAKAWA et al., 1984). Das Wasserstoffperoxid wird durch eine 
Peroxidase reduziert, die einen in den Thylakoiden produzierten 
Elektronenspender nutzt (NAKANO und ASADA, 1980). 
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Abb. 1.4: Energetik der Sauerstoffreduktion und enzymatische Abbauwege reaktiver Sauerstoff- 
verbindungen, modifiziert nach ELSTNER (1996). 
Abbildung 1.4 zeigt die Energetik der Sauerstoffreduktion und die 
enzymatischen Abbauwege der reaktiven Sauerstoffverbindungen. Abgesehen 
von der ersten endergonischen monovalenten Reduktion des Sauerstoffs (02 zu 
OY), laufen die weiteren Einelektronenschritte spontan ab oder finden in 
Gegenwart geeigneter Reaktionspartner statt, ohne weitere Energie zu 
verbrauchen. Im Verlauf der Reaktionssequenz entstehen Wasserstoffperoxid, 
das OH-Radikal und schlieÃŸlic Wasser. 
In vielen pflanzlichen und tierischen (meistens im Cytosol) Geweben wurden 
GR und GSH nachgewiesen. Seit Anfang der 50er Jahre ist bekannt, daÂ auch 
Spinat GR und GSH enthÃ¤lt dennoch ist die subzellulÃ¤r Verteilung unbekannt. 
Die erste Untersuchung an Chloroplasten wurde von FOYER und HALLIWELL 
(1976) an Spinat durchgefÃ¼hrt bei der GR und GSH in Chloroplasten nach- 
gewiesen wurde. Das Vorkommen von Dehydroascorbat Reduktase (DHR), das 
die Reaktion DAsA + 2 GSH -r GSSG + AsA katalysiert, war bereits fÃ¼ viele 
Pflanzen beschrieben. FOYER und HALLIWELL (1976) zeigten, daÂ die 
NADPH-abhÃ¤ngig Wasserstoffperoxidentgiftung Ã¼be den Ascorbat-Glutathion- 
Zyklus erfolgt. 
In Abbildung 1.5 ist der FOYER-HALL1 WELL-Ascorbat-Glutathion-Zyklus 
dargestellt. Ascorbat reagiert mit Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid- 
molekÃ¼len wobei Dehydroascorbat (DAsA) entsteht. GSH reduziert DAsA. Das 
dabei gebildete GSSG wird durch die NADPH-abhÃ¤ngig Reaktion mit GR 
reduziert. 





Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Eisafgen Entomoneis kufferathii 
und Chaefoceros sp. leben unter extremen Umweltbedingungen: Niedrige 
Temperaturen, stark schwankende LichtintensitÃ¤ten hohe SalinitÃ¤te und 
erhÃ¶ht Konzentrationen reaktiver Sauerstoffverbindungen (vgl. Kap. 1.1), 
legen nahe, daÂ Eisdiatomeen Abwehrmechanismen ausgebildet haben. Der 
enzymatische Oxidationsschutz sollte in E. kufferathii untersucht werden. 
ZunÃ¤chs sollte geklÃ¤r werden, welche Enzyme, die am Oxidationsschutz 
beteiligt sind, Ã¼berhaup in den Eisdiatomeen nachweisbar sind. AnschlieÃŸen 
sollten die Enzyme nÃ¤he charakterisiert werden (pH- und Temperaturoptima, 
K~-Wert, Vmax-Wert, StabilitÃ¤te (25 OC und 37 'C) und Molekulargewichte 
(Gelelektrophorese)). 
Danach sollte Ã¼berprÃ¼ werden, ob Catalase und 1 oder Peroxidasen (PX, 
APX, GPX) an der Wasserstoffperoxidentgiftung in E. kufferathii beteiligt sind 
und wie stark ihre SubstratspezifitÃ¤ ausgeprÃ¤g ist. 
Die am enzymatischen Oxidationsschutz beteiligten SOD sollten in nativer 
Gelelektrophorese spezifisch gefÃ¤rb und nach SOD-Typ (Mn, Fe oder CuIZn 
als prosthetische Gruppe) eingeteilt werden. 
AbschlieÃŸen sollte die Frage: ,,Ist Oxidationsschutz induzierbar?" gelÃ¶s 
werden. Dazu wurde der EinfluÃ von Licht (6, 30, 60, 90 und 150 pmol 
Photonen * m" * s"') und Temperatur (-4, 0 und 4 'C) auf die Oxidationsschutz- 
enzyme in E. kufferathii nach 2, 4 und 8 Tagen untersucht. Im Tagesgang sollte 
der LichteinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme bei 0 ' C  gemessen werden. 
FÃ¼ vergleichende Untersuchungen wurde Chaefoceros sp. eingesetzt. 
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2 Experimenteller Teil 
2.1 Die Untersuchungsobjekte Chaetoceros sp. und 
Entomoneis kufferathii MANGU I N 
Die antarktischen Eisdiatomeen Chaetoceros sp. und Entomoneis kufferathii 
gehÃ¶re zur Abteilung der Heterokontophyta und zur Klasse der 
Bacillariophyceae. Die Gattungen Chaetoceros und Entomoneis werden der 
Ordnung der Centrales zugesprochen (VAN DEN HOEK et al., 1993). 
E. kufferathii und Chaetoceros sp. wurden 1986 im Rahmen des ,,Winter 
Weddell Sea Project" (WWSP) aus Packeisproben isoliert, die durch 
Wissenschaftler des Forschungsschiffs ,,Polarstern" wÃ¤hren der Antarktis- 
expedition ANT V213 genommen wurden. 
Entomoneis kufferathii MANGUIN ist in der Literatur auch unter dem Namen 
Amphiprora kufferathii zu finden. Die Gattung Entomoneis besteht aus etwa 
IOOArten, die meisten davon sind Brackwasser- und Meeresbewohner 
(KRAMMER, 1986). 
Die Form der Kieselschale ist in der GÃ¼rtelbandansich den Vorder- und 
HinterflÃ¼gel eines Insekts Ã¤hnlich Dieses insektenartige Aussehen hat 
EHRENBERG (in KRAMMER, 1986) zu dem Namen Entomoneis (Insekten- 
schiffchen) verleitet. Auf der Schalenoberseite sitzt ein s-fÃ¶rmi geschwungener 
Kiel, der die Raphe trÃ¤gt Diesen Kiel sieht man in der GÃ¼rtelbandansich als 
zwei HÃ¶cker die unter dem Mikroskop in verschiedenen optischen Ebenen 
liegen. In der Mitte senkt sich der Kiel bis zur SchalenoberfiÃ¤che Ein anderes 
Strukturmerkmal sind die zahlreich ornamentierten GÃ¼rtelbÃ¤nde 
E. kufferathii ist als typischer Vertreter der Boden- und Untereisgesell- 
schaffen im antarktischen Meereis hÃ¤ufi (HORNER et al., 1992), innerhalb der 
EissÃ¤ul jedoch nur vereinzelt anzutreffen (McGRATH GROSSI und 
SULLIVAN, 1985). BARTSCH (1 989) beschreibt E. kufferathii als typischen, 
koloniebildenden Bewohner der Bodengesellschaft und der unteren Eis- 
schichten mit verstÃ¤rkte Vorkommen entlang der Schelfkante. Zelldichten bis 
zu 3 * 108 Zellen * L" wurden in den vertikal ausgerichteten LaugenkanÃ¤le des 
SÃ¤uleneise gemessen (McCONVILLE und WETHERBEE, 1983). 
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Im freien Wasser ist diese Art nur sehr selten anzutreffen (GARRISON et  al., 
1993). Im Plankton tritt E. kufferathii nach KLÃ–SE (1990) nur im Zusammen- 
hang mit Eisbedeckung auf. SCHAREK (1991) vermutet ein Ãœbersommer von 
E. kufferathii auf dem Schelfboden, im Resteis oder auch selten im freien 
Wasser. 
Nach McGRATH GROSSI und Mitarbeitern (1984) besteht eine enge 
Beziehung zwischen epiphytischen Bakterien und E. kufferathii im Meereis. 
Dabei sollen die Bakterien von Exoprodukten der Alge profitieren. Ein derartiges 
Zusammenleben von Epibakterien und Entomoneis-Arten innerhalb der SIMCO 
beschreiben auch GARRISON und Mitarbeiter (1 986). 
Als Vertreter der Boden- und Untereisgesellschaft ist E. kufferathii im 
Jahresgang nur geringen Schwankungen der Temperatur (-1.8 ' C )  und der 
SalinitÃ¤ (34 PSU) ausgesetzt. Im FrÃ¼hjah kann die einsetzende Eisschmelze 
zu kurzzeitigen hypoosmotischen Belastungen fÃ¼hre (WANZEK, 1994). 
Die Lichtbedingungen dagegen verÃ¤nder sich fÃ¼ E. kufferathii im Jahres- 
gang erheblich, wobei die Alge durch ihr hauptsÃ¤chliche Vorkommen an der 
Eisunterseite als Schwachlichtalge angesehen werden kann. 
Chaetoceros sp. ist eine noch nicht nÃ¤he beschriebene kleinzellige Form der 
Gattung Chaetoceros, die aufgrund fehlender taxonomischer Merkmale nicht 
bis zur Art bestimmt werden konnte (NOTHNAGEL, 1995). MÃ¶glicherweis 
handelt es sich um die bei THOMAS und Mitarbeiten (1992) beschriebene 
Chaetoceros-Art. Die kleinzelligen antarktischen Vertreter dieser Art werden 
auch hÃ¤ufi als Chaetoceros neogracile bezeichnet (NOTHNAGEL, 1995). 
NÃ–THI (1 988), KLÃ–SE (1 990), SCHAREK (1 991 ) und BARTSCH (1 989) 
erwÃ¤hne sie in ihren Arbeiten als Chaetoceros ,,Typ A .  
Als Lebensraum dient Chaetoceros sp. das Pelagial sowie die PlÃ¤ttcheneis 
schicht, wo sie hÃ¤ufi gefunden wurde (SCHAREK, 1991). GARRISON und 
Mitarbeiter (1986) beschreiben ihr Vorkommen in der WassersÃ¤ule 
Im Meereis kommt Chaetoceros sp. Ã¼be die gesamte Eisdicke gleichmÃ¤ÃŸ 
verteilt vor (BARTSCH, 1989). 
Chaetoceros sp. ist in der EissÃ¤ul schwankenden Umweltbedingungen 
ausgesetzt. Ihr Vorkommen auch in den oberen Bereichen der EissÃ¤ul weist 
auf die FÃ¤higkei hin, hohe Salzkonzentrationen (34 bis 150 PSU) und tiefe 
Temperaturen (durchschnittliche Minimaltemperatur -5 bis -7 'C) tolerieren zu 
kÃ¶nne (BARTSCH, 1989). 
Der Lebensraum Pelagial zeichnet sich dagegen durch relativ konstante 
Bedingungen aus. Die FÃ¤higkei zur Besiedlung so unterschiedlicher 
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WIMEX, Wiegandt, Krefeld 
Natriumhydrogencarbonat, Riedel-de Haen 31437 
HEPES, Biomol05288 
Glycylglycin, Biomol 05008 
Vitamine 
Biotin, Merck 500030 
Cyanocobalamin (Vitamin 8 4 ,  Merck 24592 
Thiamin . HCI, Serva 36020 
Spurenmetalle 
Kupfersulfat Pentahydrat, Merck 102790 
Zinksulfat Heptahydrat, Merck 8883 
Cobaltchlorid Hexahydrat, Riedel-de Haen 31277 
Manganchlorid Tetrahydrat, Merck 105927 
Natriummolybdat Dihydrat, Merck 6521 
Eisen(l1l)-citrat, Merck 3862 
CitronensÃ¤ur Monohydrat, Merck 244 
NÃ¤hrsalz 
Natriumnitrat, Riedel-de Haen 31440 
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, Merck 6346 
Natronwasserglas, Riedel-de Haen 13726 
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GerÃ¤t 
Minifuge GL 4400, mit Schwenkbecherrotor 2150, Heraeus, Osterrode 
KÃ¼hlbrutschrank Typ 3500, Rumed, Hannover 
KÃ¼hltruh (-80 'C), UF 85-170 T, Colora, Lorch 
LeuchtstoffrÃ¶hren Tageslicht Lumilux Daylight L36 W11 1, Osram, Berlin 
LeuchtstoffrÃ¶hren Lumilux de Luxe, L36Wl12-950, Tageslicht, Osram, Berlin 
Quantum Radiometer, Licor-185 B, mit 47t-sphÃ¤rische Quantensensor Li-193 
SB, LI-COR, USA 
KÃ¼hltruhe Comfort Plus, Siemens, MÃ¼nche 
Graufolie, Strand Lighting, WolfenbÃ¼tte 
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2.2.1 Kulturbedingungen 
Die Algen wurden in synthetischem Meerwassermedium (WIMEX) mit einer 
SalinitÃ¤ von 34 PSU kultiviert. Das Medium wurde mit Nitrat, Phosphat, Silikat, 
Spurenmetallen und Vitaminen angereichert (fl2 Â§-NÃ¤hrlÃ¶s nach GUILLARD, 
1975, vgl. Tab. 2.1), um eine NÃ¤hrstofflimitierun auszuschlieÃŸen Als Kohlen- 
stoffquelle wurde 2.4 mM Natriumhydrogencarbonat zugegeben. Gepuffert 
wurde mit 5 mM Glycylglycin fÃ¼ die Kultivierung von E. kufferathii und mit 3 mM 
HEPES fÃ¼ Chaetoceros sp.. Das auf 0 ' C  gekÃ¼hlt Medium wurde auf einen 
pH-Wert von 7.8 eingestellt, sterilfiltriert und bei 0 ' C  gelagert. 
Die Anzucht der Algen erfolgte in einer TiefkÃ¼hltruh (Comfort Plus) mit 
externer Temperatursteuerung (Â 0.5 ' C )  bei einer Temperatur von 0 OC mit 
einer BestrahlungsstÃ¤rk von 30 pmol Photonen * m" * s" in sterilen 1- bis 5-L- 
Erlenmeyerkolben bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden. Die 
Algen wurden tÃ¤glic geschÃ¼ttelt Das Medium der Algen wurde alle sieben 
Tage entfernt (0 ' C ,  5 min, 320 * g, Minifuge GL), die Algen dreimal mit WIMEX 
fl2-Â§-Mediu gewaschen und anschlieÃŸen in Erlenmeyerkolben kultiviert, 
extrahiert (Kap. 2.2.2) oder in physiologischen Versuchen verwendet (Kap. 2.6). 
BezugsgrÃ¶ÃŸ Zeiizahl 
ZÃ¤hlkammer Neubauer Improved, Brandt, Wertheim 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe von Neubauer-ZÃ¤hlkammer ermittelt. Die 
Bestimmung erfolgte fÃ¼ E. kufferathii durch AuszÃ¤hle von acht und fÃ¼ 
Chaetoceros sp. durch AuszÃ¤hle von zwei GroÃŸquadrate mit einer FlÃ¤ch 
von jeweils 1 mm2 und einer Tiefe von 0.1 mm. 
2.2.2 Extraktion 
J2-HS Centrifuge, Festwinkelrotor J-Al 8, Beckman 
Minifuge GL 4400, mit Schwenkbecherrotor 2150, Heraeus, Osterrode 
Biofuge fresco, Heraeus, Osterrode 
PC-Zentrifugenbecher, Beckman, 357002 
Adapter, Beckman, 347539 
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Extraktionspuffer 
Calcium chloride dihydrate, Janssen 20.778.20 
CompleteTM, Protease inhibitor cocktail tablets, Boehringer 1697498 
EGTA, Sigma E-4378 
Magnesiumchlorid Hexahydrat, Fluka 53065 
Manganchlorid Tetrahydrat, Fluka 31422 
MES, Sigma M-8250 
Triton X-1 00, Sigma T-9284 
Analysenpuffer 
CompleteTM, Protease inhibitor cocktail tablets, Boehringer 1697498 
Magnesiumchlorid Hexahydrat, Fluka 53065 
MES, Sigma M-8250 
D(+)-Sucrose, Acros 17714 
E. kufferathii und Chaetoceros sp. 
Die dreimal mit WIMEX fl2-Â§-Mediu gewaschenen Algen wurden in 
100 mM MES pH 6.5 resuspendiert und erneut zentrifugiert (0 'C, 5 s, 
13,000 * g, Biofuge fresco). Der Ã¼berstan wurde verworfen, die Algen mit 
flÃ¼ssige Stickstoff gefroren und in einer Reibschale mit wenig Sand innerhalb 
von 1 min zerstoÃŸen Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 ' C  durch- 
gefÃ¼hrt Die Suspension wurde mit Extraktionspuffer bestehend aus 
100 mM MES pH 6.5, 50 mM Manganchlorid, 10 mM Magnesiumchlorid, 
10 mM Calciumchlorid, 0.05% Triton-X-100, 1 mM EGTA und einer Protease- 
inhibitortablettel50mL versetzt und 15 min inkubiert. Die farbige Suspension 
wurde in 70-mL-PC-ZentrifugenglÃ¤se Ã¼berfÃ¼h und 15 min ,mit 47,900 * g 
zentrifugiert. Der Ã¼berstan wurde zur 0 - 80%- oder zur fraktionierten 
AmmoniumsulfatfÃ¤llun (0 - 40 und 40 - 80%) eingesetzt. Dazu wurde festes 
Ammoniumsulfat portionsweise innerhalb von 15 min unter RÃ¼hre zugegeben. 
Die Suspension wurde noch 30 min gerÃ¼hr und anschlieÃŸen erneut 15 min 
zentrifugiert. Die gefÃ¤llte Proteine wurden bis zur weiteren Verwendung bei 
-80 ' C  eingefroren oder in Analysenpuffer bestehend aus 100 mM MES pH 6.5, 
10 mM Magnesiumchlorid, 10% Saccharose und einer Proteaseinhibitor- 
tablettel50mL gelÃ¶s und untersucht. 
Experimenteller Teil 
BezugsgrÃ¶ÃŸ Profein 
Puffer zur Proteinbestimmung 
Proteinassay, Bio-Rad, MÃ¼nchen 500-0006 
Magnesiumchlorid Hexahydrat, Fluka 53065 
MES, Sigma M-8250 
Titriplex lll, Merck 841 8 
Als BezugsgrÃ¶Ã fÃ¼ die Enzymversuche wurden die Proteingehalte mit 
einem auf der Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) beruhenden Test 
bestimmt. Als Puffer wurde 100 mM MES pH 6.5, versetzt mit 10 mM MgCh und 
1 mM EDTA verwendet. 800 pL 1 zu 100 verdÃ¼nnte Enzymextrakt wurden in 
1-mL-PlastikeinmalkÃ¼vette mit 200 pL Reagenz versetzt, geschÃ¼ttelt 10 min 
bei RT inkubiert und anschlieÃŸen bei 595 nm gemessen. 
Quantitative Proteinbestimmungen erfolgten mit Konzentrationen von 1, 2, 4 
und 10 mgImL BSA als Eichprotein. 
Bakterien 
Agar Agar, Serva 1 1396 
Pepton, Serva 48614 
Die Bakteriennachweise erfolgten durch Licht- und Epifluoreszens- 
mikroskopie nach AnfÃ¤rbe mit Acridin Orange (SHERR et al., 1996). 
Bakterien wurden bei 0 ' C  auf Agar-Pepton-Platten (1.5% Agar, 1 % Pepton, 
Anumbraschale: 0 20 cm) kultiviert. Die Bakterien wurden mit wenig 
Extraktionspuffer von den Agar-Pepton-Platten in eine Reibschale gespÃ¼l und 
1 min bei 4 ' C  mit Sand verrieben. Dann wurde 2 min bei 0 ' C  mit 13,000 * g 
zentrifugiert. 1 mL des Ãœberstand wurde zur fraktionierten Ammoniumsulfat- 
fÃ¤llun (0 - 40 und 40 - 80%) eingesetzt. Die gefÃ¤llte Proteine wurden bis zur 
weiteren Verwendung bei -80 ' C  eingefroren, andernfalls in Analysenpuffer 
resuspendiert und untersucht. 
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Glufafhion Peroxidase und Glufafhion Reduktase 
NADPH, Boehringer 107816 
Glutathion Reduktase, Sigma G-4751 
Glutathion reduziert, Boehringer 127744 
Glutathion oxidiert, Boehringer 105635 
Titriplex III, EDTA, Merck 8418 
Trisma-Base, Sigma T-1 503 
Superoxid Dismutase 
BernsteinsÃ¤ure Merck 682 
Pyrogallol, Fluka 831 30 
Titriplex 111 ,  EDTA, Merck 8418 
Trisma-Base, Sigma T-1 503 
2.3.1 Catalase 
Der Wasserstoffperoxidabbau durch Catalase zu Sauerstoff und Wasser 
(2 H202 -> 2 H20 + 02) wurde photometrisch bei 240 nm verfolgt (AEBI, 1984). 
Die Catalase-AktivitÃ¤tsbestimmun erfolgte in 1 -mL-QuarzkÃ¼vette bei 25 Â¡ 
in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.0. Zu 610 bis 650 pL Puffer wurden 0.1 mM 
H202, gelÃ¶s in 340 pL Puffer, gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
10 bis 50 pL Enzymextrakt gestartet. Das GesamtkÃ¼vettenvolume betrug 
1000 pL. Die Extinktionsabnahme AE wurde Ã¼be 30 s aufgezeichnet. 
Enzvmextrakt 1 10-50 1 
100 mM Phosphatpuffer pH 7.0 
0.34 mM Wasserstoff~eroxid 
U in 1000 pl Enzymextrakt: AEImin * 1000 uL 
 EH^^^ * pL Enzymextrakt 








PX sind spezifische Hydrogenakzeptoren mit geringer SubstratspezifitÃ¤t die 
Wasserstoffperoxid zu Wasser reduzieren: 
reduziertes Substrat + H202 Ã‘> oxidiertes Substrat + 2 H20 
Als kÃ¼nstlich Substrate wurden ABTS (RA0 et al., 1996), o-Dianisidin 
(NESSEL und MÃ„DER 1977) und Guaiacol (RA0 et al., 1996) eingesetzt. 
Daneben wurden die natÃ¼rliche Substrate FerulasÃ¤ur (NESSEL und MADER, 
1977), KaffeesÃ¤ur (NESSEL und MÃ„DER 1977) und Pyrogallol (DALTON et 
al., 1987) verwendet. 
Die SubstratspezifitÃ¤tstest wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen 
bei 25 'C in 100 mM Citrat- pH 4.0, Acetat- pH 5.0, MES- pH 6.0, MOPS- 
pH 7.0, TRIS- pH 8.0, CHES- pH 9.0 und CAPS-Puffer pH 10.0 mit 0.1 mM 
Wasserstoffperoxid durchgefÃ¼hr (Tab. 2.2). Die Reaktionen wurden 1 min 
verfolgt 








E [ m ~  * cm-'1
36.8 
2.3.3 Ascorbat Peroxidase 
APX oxidiert Ascorbat zu Dehydroascorbat: 
AsA DAsA 
Die Oxidation wurde photometrisch bei 290 nrn verfolgt (CHEN und ASADA, 
1989). 
Die Bestimmung erfolgte in 1-rnL-Quarzkuvetten bei 25 ' C  in 100 mM 
Phosphatpuffer pH 7.0. Zu 800 bis 840 pL Puffer wurden 50 pL 1 mM 
Natriurnascorbat und 50 pL 1 rnM Wasserstoffperoxid gegeben. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 10 bis 50 pL Enzymextrakt gestartet. Das 
Gesarntkuvettenvolurnen betrug 1000 pL. Die Extinktionsabnahrne AE wurde 
Ã¼be 5 min aufgezeichnet. 
U in 1000 pl Enzymextrakt: AEImin * 1000 u L 
E A ~ A  * pL Enzymextrakt 
100 rnM Kaliurnphosphatpuffer pH 7.0 
1 rnM Wasserstoffperoxid 
1 mM Natriurnascorbat 
Enzyrnextrakt 
E A ~ A  (290 nm) = 2.8 [ r n ~ - '  * crn-'1 






GPX nutzt reduziertes Glutathion zur Entgiftung von Wasserstoffperoxid 
(2 GSH + H202 -> GSSG + 2 H20). Dabei entsteht oxidiertes Glutathion, das 
durch GR reduziert wird (GSSG + NADPH + H" -> 2 GSH + NADP*). 
Die GPX-AktivitÃ¤ wird indirekt Ã¼be die GR-AktivitÃ¤ bestimmt (OVERBAUGH 





Die GPX-AktivitÃ¤tsbestimmun erfolgte in 1-mL-QuarzkÃ¼vette bei 25 ' C  in 
100 mM TRIS-Puffer pH 8.0 versetzt mit 2 U GRImL. Zu 790 bis 795 pL Puffer 
wurden jeweils 50 pL 20 mM EDTA, 2 mM NADPH, 100 mM GSH und 10 mM 
H202 gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 bis 10 pL Enzym- 
extrakt gestartet. Das GesamtkÃ¼vettenvolume betrug 1000 pL. Die Extinktions- 
abnahme AE wurde Ã¼be 1 min aufgezeichnet. 
20 mM EDTA 
100 mM GSH 
2 mM NADPH 0.1 
10 mM H7O7 50 0.5 
1 Glutathion Reduktase 1 2 u  1 
Enzymextrakt 5 - 1 0  1 
U in 1000 pl Enzymextrakt: AEImin * 1000 uL 
ENADPH * pL Enzymextrakt 
ENADPH (340 nm) = 6.3 [ m ~ " '  * cm"'] 
2.3.5 Glutathion Reduktase 
GR katalysiert die Reaktion von oxidiertem zu reduziertem Glutathion: 
GSSG + NADPH + H" -+ 2 GSH + NADP* 
Die Oxidation von NADPH + H' ist bei 340 nm photometrisch meÃŸba 
(GOLDBERG und SPOONER, 1983). Die Extinktionsabnahme ist proportional 
zum Substratverbrauch und damit ein MaÃ fÃ¼ die EnzymaktivitÃ¤t 
Die GR-AktivitÃ¤tsbestimmun erfolgte in 1-mL-QuarzkÃ¼vette bei 25 ' C  in 
100 mM TRIS-Puffer pH 8.0. Zu 800 bis 840 pL Puffer wurden 50 pL 20 mM 
EDTA, 50 pL 2 mM NADPH und 50 pL 10 mM GSSG gegeben. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 10 bis 50 pL Enzymextrakt gestartet. Das 
GesamtkÃ¼vettenvolume betrug 1000 pL. Die Extinktionsabnahme AE wurde 
Ã¼be 1 min aufgezeichnet. 
10 mM GSSG 1 50 10.5 1 
1 2 mM NADPH 5 0  10.1 1 
Enzymextrakt 1 10-50 1 
U in 1000 pl Enzymextrakt: AEImin * 1000 uL 
SNADPH * pL Enzymextrakt 
SNADPH (340 nm) = 6.3 [ m ~ "  * cm"] 
2.3.6 Superoxid Dismutase 
Die Methode nach MARKLUND und MARKLUND (1974) beruht auf der 
Autoxidation von Pyrogallol durch Sauerstoff, wobei Superoxidanionen gebildet 
werden, die wiederum die Autoxidationsrate des Pyrogallols erhÃ¶hen Die 
Autoxidationsrate von Pyrogallol wurde photometrisch bei 420 nm gemessen. 
Die SOD-AktivitÃ¤ lÃ¤Ã sich aus der Hemmung der Autoxidationsrate 
bestimmen. 
Die Enzymbestimmung erfolgte in 1-mL-GlaskÃ¼vette bei 25 Â¡ in mit 1 mM 
EDTA versetztem 0.5 M TRIS-BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2. Der Puffer wurde 
vor Beginn der Messung zur SauerstoffsÃ¤ttigun 30 min mit Druckluft begast. 
Zu 930 bis 970 pL Puffer wurden 20 pL 8 mM Pyrogallol gegeben und die 
Reaktion durch Zugabe von 10 bis 50 pL Enzymextrakt gestartet. Das 
GesamtkÃ¼vettenvolume betrug 1000 pL. Die Extinktionszunahme AE wurde 
2 min aufgezeichnet. 
AktivitÃ¤ts-Berechnung 
Standard: [ ~ ~ l m i n - '  (1 00%) - ~ ~ / m i n - I  (50%)] 
Enzymextrakt: [ ~ ~ l m i n - '  (1 00%) - ~ ~ l m i n - I  (Enzymextrakt)] 
U in 10-50 pL Enzymextrakt: Enzvmextrakt * 1 U 
Standard 
U in 1000 pL Enzymextrakt: Enzvmextrakt * 1 U * 1000 uL 
Standard * eingesetzte pL Enzymextrakt 
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Kathodenpuffer 5fach: 50 mM TRIS-Glycin pH 8.3 
Anodenpuffer IOfach: 50 mM TRIS-HCI pH 8.3 
Standards: a-Lactalbumin, Sigma L-4385 
Albumin (Bovine Serum), Sigma A-8654 
Albumin (Chicken Egg), Sigma A-8529 
Carbonic Anhydrase, Sigma C-5024 
Coomassie-FÃ¤rbelÃ¶sun Coomassie Brilliant Blue G 250 0.04% 
EssigsÃ¤ur 10% 
bidest 90% 
EntfÃ¤rber Eisessig 8% 
EtOH 25% 
bidest 67% 
Riboflavin, Sigma R-4500 
5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid), Sigma D-8130 
Nitro Blue Tetrazolium, Sigma N-6876 
Eisen(ll1)-chlorid-6-hydrat, Riedel-de Haen 31 232 
Kaliumhexacyanoferrat(lll), Merck 4973 
P-Chloromercuriphenylsulfonic acid, Sigma C-4503 
Alle weiteren Chemikalien zur FÃ¤rbun von CAT, PX, APX, GR und SOD 
sind im Kapitel 2.3 beschrieben. 
2.4.1 Catalase 
Die AktivitÃ¤ der Catalase-lsoenzyme wurde nach WOODBURY und 
Mitarbeitern (1971) bestimmt. Das Gel wurde zunÃ¤chs 10 min bei RT in 
0.003% Wasserstoffperoxid, anschlieÃŸen 10 min in einer 2%igen Mischung 
aus FeC13 und K3[Fe(CN)6] geschÃ¼ttelt Die CAT-AktivitÃ¤ zeigte sich als gelbe 
Banden, der Hintergrund fÃ¤rbt sich als Berliner Blau Fed[Fe(CN)6]3. 
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2.4.2 Peroxidase 
FÃ¤rbun mit o-Dianisidin: Der PX-lsoenzymnachweis wurde nach R A 0  und 
Mitarbeitern (1996) durchgefÃ¼hrt Die Gele wurden mit 2 mM 3,3'-Dimethoxy- 
benzidin (0-Dianisidin, gelÃ¶s in DMSO) in 50 mM Natriumcitratpuffer pH 4.5 
versetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 mM Wasserstoffperoxid 
gestartet. Nach 20 min SchÃ¼ttel bei RT zeigen braune Banden PX an. 
FÃ¤rbun mit Pyrogallol: Die FÃ¤rbun der Gele erfolgte nach MITTLER und 
ZILINSKAS (1993) mit 20 mM Pyrogallol in 50 mM Natriumphosphatpuffer 
pH 7.0 nach Zugabe von 4 mM Wasserstoffperoxid. Orange Banden zeigen 
nach 30 min bei RT PX-AktivitÃ¤ an. 
FÃ¤rbun mit Guaiacol: Die FÃ¤rbun der Gele erfolgte mit 0.1 mM Guaiacol in 
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6.0. Die Reaktion wurde mit 1 mM Wasser- 
stoffperoxid gestartet. Nach 30 min SchÃ¼ttel bei RT zeigten orange Banden PX 
an. 
2.4.3 Ascorbat Peroxidase 
APX wurde nach MITTLER und ZILINSKAS (1993) gefÃ¤rbt 
ZunÃ¤chs wurde mit 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.0, versetzt mit 2 mM 
AsA, anschlieÃŸen im gleichen Puffer mit 4 mM AsA und 2 mM Wasserstoff- 
peroxid, 20 min bei RT geschÃ¼ttelt Das Gel wurde mit 50 mM Natriumphosphat- 
puffer pH 7.0 gewaschen und danach 10 min mit 0.1 % NBT und 28 mM TEMED 
in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.8 geschÃ¼ttelt 
APX-Inhibierung: Das Gel wurde in 2 mM AsA in 50 mM Natriumphosphat- 
puffer pH 7.0 und anschlieÃŸen in 0.5 mM p-CMB im gleichen Puffer 20 min 
geschÃ¼ttelt Alle weiteren Schritte wurden wie beschrieben durchgefÃ¼hrt 
2.4.4 Glutathion Reduktase 
GR wurde nach FOYER und Mitarbeitern (1991) gefÃ¤rbt Die Gele wurden 
10 min in 250 mM TRIS-Puffer pH 8.0 versetzt mit 10 mM GSSG, 2 mM 
NADPH und 2 mM DTNB bei RT geschÃ¼ttelt GR zeigte sich als gelbe Banden. 
Kontrolle: Die Gele wurden wie beschrieben jedoch ohne GSSG gefÃ¤rbt 
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2.4.5 Superoxid Dismutase 
Die SOD-FÃ¤rbun erfolgte bei RT nach BEAUCHAMP und FRIDOVICH 
(1971). Die Gele wurden zunÃ¤chs 10 min in 0.1% NBT, anschlieÃŸen weitere 
10 min in mit 28 mM TEMED und 28 VM Riboflavin versetztem 36 mM 
Phosphatpuffer pH 8.0 geschÃ¼ttelt 
Die Entwicklung erfolgte bei 560 nm. SOD-AktivitÃ¤ zeigte sich als gelbe 
Banden, der Hintergrund fÃ¤rbt sich blauviolett. 
Die Unterscheidung von Cu/Zn-, Mn- und Fe-SOD erfolgte durch Reaktionen 
mit Kaliumcyanid und Wasserstoffperoxid. 1 mM KCN inhibiert CuIZn-SOD, 
2 mM H202 inhibiert CuIZn- und Fe-SOD. 
2.5 Charakterisierung der Enzyme 
2.5.1 SubstratsÃ¤ttigungskurve 
FÃ¼ GPX und GR wurden bei 25 'C SubstratsÃ¤ttigungskurve aufgenommen. 
Der KM(GSSG)-Wert fÃ¼ GR wurde mit 20, 30, 40, 50, 100, 250, 500 und 
1000 FM GSSG, der KM(NADPH)-Wert mit 1, 10, 25, 37.5, 50, 75 und 100 FM 
NADPH bestimmt. 
Die SubstratsÃ¤ttigungskurv fÃ¼ GPX wurde mit 50, 100, 250, 500, 1000, 
2000, 3000 und 4000 FM GSH durchgefÃ¼hrt Der KM(H202)-Wert wurde mit 50, 
75, 100, 150, 200, 300, 375 und 500 PM H202 bestimmt. Die Enzymtests 
wurden wie in den Kapiteln 2.3.4 und 2.3.5 beschrieben durchgefÃ¼hrt Die 
Messungen erfolgten vierfach. 
2.5.2 Aufnahme von pH-Wert-Kurven 
Zur Aufnahme von pH-Wert-Kurven wurden verschiedene 50 mM Puffer 
eingesetzt. Die Enzyme GR und GPX wurden bei 25 "C bei pH-Werten von 5.0 
bis 11.0 untersucht. Die Abstufungen liefen in 0.5 pH-Wert-Einheiten. FÃ¼ die 
pH-Wert-Kurven wurde MES im Bereich von 5.0 bis 7.0, HEPES bei pH-Werten 
von 6.5 bis 8.0, Glycylglycin von pH 7.0 bis 9.0 und CAPS fÃ¼ pH-Werte bis 11.0 
verwendet. 
Die pH-Wert-Kurve fÃ¼ SOD wurde nur oberhalb von pH 8.0 aufgenommen, 
weil der Enzymtest bei niedrigen pH-Werten versagte. Die Enzymtests erfolgten 
vierfach und wurden wie beschrieben durchgefÃ¼hr (Kap. 2.3.4 bis 2.3.6). 
2.5.3 Aufnahme von Temperaturkurven 
Temperaturkurven wurden fÃ¼ die Enzyme CAT (-4 bis 80 'C), GPX (-4 bis 
65 'C), GR (-4 bis 60 'C) und SOD (-4 bis 60 'C) nach den in Kapiteln 2.3.1 
und 2.3.4 bis 2.3.6 beschriebenen photometrischen Tests durchgefÃ¼hrt Die 
Messungen wurden vierfach durchgefÃ¼hrt 
2.5.4 Berechnung der Vmax- und KM-Werte 
Zur Bestimmung der Konstanten Vmax und KM wurden die gemessenen Initial- 
geschwindigkeiten bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (Kap. 2.5.1) 
in eine linearisierte Form (y = mx + b) gebracht. Die MICHAELIS-MENTEN- 
Gleichung kann in verschiedene Geradengleichungen umgeformt werden, die 
eine graphische Bestimmung von Vmax und KM erlauben. In der vorliegenden 
Arbeit wurde fÃ¼ die Auswertung der MeÃŸergebniss die Umformung nach 
HANES (1932) verwendet, bei der S N  gegen S aufgetragen wurde (LASCH, 
1987). V ist die Reaktionsgeschwindigkeit, S die Substratkonzentration. Die 
wichtigsten Eigenschaften der Geraden zeigt Tabelle 2.3. 
Tab. 2.3: Koordinaten, Steigungen und Koordinatenschnittpunkte der sich durch Umformung 
der MICHAELIS-MENTEN-Gleichung ergebenden Geraden. 
x-Achse 1 y-Achse 1 Steigung 1 X-Achsen-Schnittpunkt 1 y-Achsen-Schnittpunkt 
Die graphische Auswertung nach HANES wurde gewÃ¤hlt weil alle 
MeÃŸpunkt gleichmÃ¤ÃŸ gewichtet werden. Die vielfach verwendete Darstellung 
nach LINEWEAVER-BURK hat den Nachteil, daÂ sich die MeÃŸpunkt im 
SÃ¤ttigungsbereic drÃ¤ngen wÃ¤hren sie bei niedrigen Substratkonzentrationen 
stark gedehnt und damit Ã¼berbewerte werden. 
2.5.5 Berechnung der Aktivierungsenergie Ea 
Die MeÃŸdate aus den Temperaturversuchen (Kap. 2.5.3) wurden nach der 
ARRHENIUS-Gleichung ausgewertet. Die Gleichung beschreibt die Temperatur- 
abhÃ¤ngigkei enzymatischer Untersuchungen: k = A * e'^-a'RT. Dabei ist A eine 
fÃ¼ die untersuchte Reaktion charakteristische Konstante, e die Basis des 
natÃ¼rliche Logarithmus, Ea die Aktivierungsenergie in J * mol", R die 
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allgemeine Gaskonstante (8.314 J * mol" * K"') und T die absolute Temperatur 
in K. Der Faktor e'^ IRT gibt den Bruchteil an, deren Energie gleich oder grÃ¶ÃŸ 
der Aktivierungsenergie Ea ist (MAXWELL-Verteilungsgesetz). 
Die Aktivierungsenergie wurde aus Ea = 2.303 * R * (Ti * T2)/(T2 - T,) * log (k2/ki) 
berechnet. Ti, ist die tiefere, T2, hÃ¶her die Temperatur in K, k-i und k2 sind die 
dazugehÃ¶rige Reaktionskonstanten. R ist die allgemeine Gaskonstante. 
Graphisch kann die Aktivierungsenergie direkt als Steigung der Geraden 
abgelesen werden. Aufgetragen wird der natÃ¼rlich Logarithmus der Reaktions- 
geschwindigkeit In V gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur 1/T 
in K. 
2.5.6 StabilitÃ¤tstest 
StabilitÃ¤tstest wurden fÃ¼ die Enzyme GPX, GR und SOD nach den in 
Kapiteln 2.3.4 bis 2.3.6 beschriebenen photometrischen Tests durchgefÃ¼hrt Die 
Reaktionsgeschwindigkeiten der Enzyme wurden bei unterschiedlichen 
Temperaturen (25 ' C  und /oder 37 ' C )  bis zu 8 Stunden untersucht, die 
Messungen erfolgten vierfach. 
2.6 Physiologische Untersuchungen 
Die dreimal mit WIMEX f/2-Ã gewaschenen Algen (Kap. 2.2.1) wurden in 
Medium aufgenommen. Die Zellzahl (Kap. 2.2.1) wurde bestimmt, um durch 
VerdÃ¼nne Zelldichten von 40,000 (E. kufferathii) und 160,000 ZellenImL 
(Chaetoceros sp.) herzustellen. Davon wurden je 200 mL in sterilisierte 250-mL- 
Kristallisierschalen (0 9 cm) gegeben und mit Petrischalen abgedeckt. 
Die Versuche wurden in einem KÃ¼hlbrutschran (Typ 3500) durchgefÃ¼hrt Die 
Kulturen wurden von zwei Seiten mit LeuchtstoffrÃ¶hre (je vier Tageslicht 
Lumilux Daylight L36 W11 1 und Lumilux de Luxe, L36W/12-950, Tageslicht) in 
einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden belichtet. 
Die BestrahlungsstÃ¤rke wurden mit einem Quantum Radiometer (Licor- 
185 B, 47i-sphÃ¤rische Quantensensor Li-1 93 SB) bestimmt, nachdem die 
LeuchtstoffrÃ¶hre einige Stunden bei konstanter Lichtemission glÃ¼hten Die 
unterschiedlichen BestrahlungsstÃ¤rke wurde durch Graufolie erreicht. 
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Nach Entfernen des Mediums (0 'C, 5 min, 320 * g, Minifuge GL) wurde das 
Zentrifugal in 100 mM MES pH 6.5 aufgenommen und erneut zentrifugiert 
(0 'C, 5 s, 13,000 * g, Biofuge fresco). Der Ã¼berstan wurde verworfen, die 
Algen in flÃ¼ssige Stickstoff gefroren und bis zur Extraktion (Kap. 2.2.2) bei 
-80 'C gelagert. 
2.6.1 Oxidationsschutzenzyme im Tagesgang 
Die Oxidationsschutzenzyme in E. kufferathii und Chaetoceros sp. wurden 
nach fÃ¼nftÃ¤gig Akklimatisation alle 3 Stunden im Tagesgang untersucht. Die 
Temperatur (0 Â¡C) BestrahlungsstÃ¤rk (E. kufferathii: 30 und 150 pmol Pho- 
tonen * m"2 * s"', Chaetoceros sp.: 150 pmol Photonen * m'2 * s"') und SalinitÃ¤ 
(34 PSU) wurden konstant gehalten. 
2.6.2 TemperatureinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E. kuffera thii 
Der TemperatureinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in E. kufferathii 
wurde bei -4, 0 und 4 OC untersucht. Die Algen wurden bei den verschiedenen 
Temperaturen 2 , 4  und 8 Tage bei BestrahlungsstÃ¤rke von 6, 30, 60, 90 und 
150 pmol Photonen * m"2 * s-' kultiviert. Die SalinitÃ¤ (34 PSU) war konstant. 
2.6.3 LichteinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E kuffera thii 
Der LichteinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in E. kufferathii wurde bei 
6, 30, 60, 90 und 150 p o l  Photonen * m"2 * s"' nach 2, 4 und 8 Tagen unter- 
sucht. Die Temperaturen wurden konstant gehalten (-4, 0 und 4 'C ) ,  die 
SalinitÃ¤ betrug 34 PSU. 
Ergebnisse 
3.1 Oxidationsschutzenzyme in 
Der enzymatische Oxidationsschutz wurde anhand der 0 - 80%-Ammonium- 
sulfatfÃ¤llunge aus Entomoneis-Extrakt untersucht. Die Oxidationsschutz- 
enzyme CAT, GPX, GR und SOD wurden photometrisch nachgewiesen und 
quantifiziert. CAT, GR und SOD wurden auÃŸerde durch spezifische FÃ¤rbun 
nach nativer Gelelektrophorese delektiert. Bovine Serum Albumin (BSA, dimer: 
132 kDa, monomer: 66 kDa), HÃ¼hnere Albumin (45 kDa), Carbonic Anhydrase 
(CA, 29 kDa) und a-Lactalbumin (14.2 kDa) wurden als Proteinstandards zur 





Abb. 3.1: E. kufferathii: Native PAGE mit 0 - 80%-Ammoniumsulfatf~llung, 12% Gel, 
Bahn 1: Standard (je 5 pg BSA, HÃ¼hnere Albumin, CA, a-Lactalbumin), Coomassie; 
Bahn 2: APX mit Inhibitor; Bahn 3: APX; Bahn 4: CAT; Bahn 5: GR ohne GSSG; 
Bahn 6: GR; Bahn 7 :  SOD; Bahn 8: SOD mit KCN; Bahn 9: SOD mit H202; 
Bahnen 2 - 4, 7 - 9: 120 pg Protein, Bahnen 5 und 6: 60 pg Protein; 
Die photometrisch und gelelektrophoretisch nachgewiesenen Oxidations- 
schutzenzyme, die Anzahl der Isoenzyme und deren Molekulargewichte sind in 
Tabelle 3.1 gezeigt. Die Enzyme mit grÃ¶ÃŸt AktivitÃ¤ sind kursiv gedruckt. 
Ergebnisse 
Tab. 3.1: E. kufferathii: Oxidationsschutzenzyme, photometrische und 
gelelektrophoretische Nachweise; n. n.: nicht nachweisbar, k. M.: keine 
Methode, Kursivdruck des Molekulargewichts: Enzym mit h6chster Aktivitat; 
Photometrisch 
1 [Ulrng Protein] 
Nachweisbar nach PAGE 
Anzahl Isoenzyrne 
Molekulargewicht [kDa] 
a 1 nein 1 nein 1 ja 1 ja 1 ja 
0.008 0.055 0.025 2.00 
ja nein nein k. M. ja ja 
CAT konnte photometrisch (0.026 Â 0.008 Ulmg Protein) und gelelektropho- 
retisch (apparentes Molekulargewicht: 160 kDa) nachgewiesen werden. 
PX-AktivitÃ¤ wurde nach Gelelektrophorese und FÃ¤rbun mit o-Dianisidin, 
Guaiacol und Pyrogallol nicht gefunden. Auch photometrisch war mit ABTS als 
Substrat keine PX-AktivitÃ¤ nachzuweisen. 
APX-AktivitÃ¤ wurde ebenfalls nicht gefunden. 
Die GPX-AktivitÃ¤tsbestimmun erfolgte photometrisch (0.453 Â 0.055 Ulmg 
Protein). Eine Methode zum nativen GPX-Nachweis fehlt bislang. 
GR-AktivitÃ¤ wurde photometrisch (0.714 Â 0.025 Ulmg Protein) bestimmt. 
Der gelelektrophoretische Nachweis ergab ein Enzym mit einem apparenten 
Molekulargewicht von 70 kDa. 
Die photometrisch bestimmte SOD-AktivitÃ¤ betrug 32.4 Â 2.00 Ulmg Protein. 
Nach nativer PAGE konnten bis zu 13 Isoenzyme nachgewiesen werden, von 
denen viele Banden geringe IntensitÃ¤ hatten. FÃ¼ drei Isoenzyme mit hÃ¶here 
AktivitÃ¤ wurden apparente Molekulargewichte von 46 (hÃ¶chst AktivitÃ¤t) 41 
und 15 kDa bestimmt. Die Isoenzyme mit 46 und 41 kDa hatten Mn als 
prosthetische Gruppe. Das 15-kDa-lsoenzym war eine Fe-SOD. CulZn-SOD 
wurde nicht nachgewiesen. 
Eraebnisse 
yme in Chaetoceros sp. 
Als Oxidationsschutzenzyme wurden in Chaetoceros sp. CAT, GPX, PX, GR 
und SOD photometrisch aus 0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge nachgewiesen 
und quantifiziert. DarÃ¼be hinaus wurden CAT, GR und SOD nach nativer 
Gelelektrophorese (0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge aus Chaetoceros-Extrakt) 
spezifisch gefÃ¤rbt Als Proteinstandards zur Bestimmung des apparenten 
Molekulargewichts dienten BSA (dimer: 132 kDa, monomer: 66 kDa), HÃ¼hnere 
Albumin (45 kDa), CA (29 kDa) und a-Lactalbumin (14.2 kDa) (Abb. 3.2). 
Abb. 3.2: Chaetoceros sp.: Native PAGE mit 0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llung 12% Gel, 
Bahn 1: Standard (je 5 pg BSA, HÃ¼hnere Albumin, CA, a-Lactalbumin), 
Coomassie; Bahn 2: APX mit Inhibitor; Bahn 3: APX; Bahn 4: CAT; Bahn 5: GR 
ohne GSSG; Bahn 6: GR; Bahn 7: SOD; Bahn 8: SOD mit KCN; Bahn 9: SOD 
mit HzOz; Bahnen 2 - 4, 7 - 9: 120 pg Protein, Bahnen 5 und 6: 60 ug Protein; 
in Tabelle 3.2 sind die photometrisch und gelelektrophoretisch bestimmten 
Oxidationsschutzenzyme (Anzahl der Isoenzyme und Molekulargewichte) 
wiedergegeben. PX wurde gelelektrophoretisch nicht nachgewiesen. 
Fraebnisse 
Tab. 3.2: Chaetoceros sp.: Oxidationsschutzenzyme, photometrische und 
gelelektrophoretische Nachweise; n. n.: nicht nachweisbar, k. M.: keine 
Methode, Kursivdruck des Molekulargewichts: Enzym mit h6chster Aktivittit; 
CAT wurde photometrisch mit 0.020 Â 0.0055 Ulmg Protein und nach nativer 
Gelelektrophorese als ein Enzym mit einem apparenten Molekulargewicht von 
135 kDa nachgewiesen. 
PX-AktivitÃ¤ konnte nach nativer PAGE durch FÃ¤rbun mit o-Dianisidin, 
Guaiacol und Pyrogallol nicht delektiert werden. Photometrische PX-Bestim- 
mungen mit ABTS als Substrat ergaben AktivitÃ¤te von 0.003 Â 0.0001 Ulmg 
Protein. 
APX wurde nicht nachgewiesen. 
Die Messung der GPX-AktivitÃ¤ erfolgte lediglich photometrisch (0.505 Â 
0.039 Ulmg Protein), weil eine Methode zum nativen GPX-Nachweis bislang 
fehlt. 
GR wurde photometrisch (0.792 Â 0.016 Ulmg Protein) und nach nativer 
PAGE gefÃ¤rb (ein Enzym, apparentes Molekulargewicht: 67 kDa). 
Der gelelektrophoretische Nachweis ergab fÃ¼n Mn-SOD-lsoenzyme mit 
apparenten Molekulargewichten von 42, 33, 24, 17 und 8 kDa. Die beiden 
Isoenzyme mit hÃ¶here apparenten Molekulargewichten wiesen die hÃ¶chste 
AktivitÃ¤te auf. Photometrische SOD-Bestimmungen fÃ¼hrte zu AktivitÃ¤te von 










































3.3 Charakterisierung der Oxidationsschutzenzyme 
aus E. kufferathii 
Gelelektrophorese mit Extrakt, 0 - 80%- und 40 - 80%-Ammoniumsulfat- 
fÃ¤llunge fÃ¼hrte zu gleichen Ergebnissen. 40 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge 
wiesen die hÃ¶chste AktivitÃ¤te auf (verglichen mit dem Extrakt und 0 - 80%- 
AmmoniumsulfatfÃ¤llungen und wurden daher zur Charakterisierung der 
Oxidationsschutzenzyme aus E. kufferathii eingesetzt: 
CAT (Temperaturkurve), GPX (pH-Wert- und Temperaturkurve, Substrat- 
sÃ¤ttigungskurve mit GSH und H202, StabilitÃ¤ bei 37 'C), GR (pH-Wert- und 
Temperaturkurve, SubstratsÃ¤ttigungskurve mit GSSG und NADPH, StabilitÃ¤te 
bei 25 und 37 'C, EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤t und SOD (Temperaturkurve, 
StabilitÃ¤te bei 25 und 37 'C, EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤t) 
Die aus den SubstratsÃ¤ttigungskurve abgeleiteten MICHAELIS-MENTEN- 
Konstanten KM und maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten Vmax sind in 
Tabelle 3.3 zusammengefaÃŸt 
Tab. 3.3: E. kufferathii: Substrate, Co-Substrate, MICHAELIS-MENTEN-Konstanten Km und 
maximale Reaktionsgeschwindigkeiten VmaÃ der GPX und GR; 
* = [mmol NADPHImin * mg Protein]; 
Enzym 
GPX 
L 1 GSSG 1 62.5 10.30 1 
GR 
PX-AktivitÃ¤ wurde in SubstratspezifitÃ¤tstest mit ABTS, o-Dianisidin, 








In Abbildung 3.3 ist die TemperaturabhÃ¤ngigkei der CAT wiedergegeben. 
Temperaturoptima fÃ¼ die EnzymaktivitÃ¤ lagen bei 0 und 60 ' C .  Das starke 
Absinken der AktivitÃ¤ oberhalb von 60 'C war auf thermische Denaturierung 
der CAT zurÃ¼ckzufÃ¼hre Bei Temperaturen Ã¼be 70 'C konnte keine AktivitÃ¤ 
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Abb. 3.3: E. kufferathii: TemperatureinfluÃ auf die Aktivitiit der CAT, gemessen aus einer 
40 - 80%-Ammoniumsulfatf~ilung in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.0, n = 4; 
Die EnzymaktivitÃ¤te wurden in den Bereichen von -4 bis 0 'C (3.72 bis 
3.66 * 103 K-I) und 10 bis 60 'C (3.53 bis 3.00 * 103 K-I) nur von der Temperatur 
bestimmt und folgten der ARRHENIUS-Beziehung. Die Aktivierungsenergien E,.,
wurden fÃ¼ die Temperaturbereiche von -4 bis 0 'C (363.8 kJ * mol-', r = 0.9977) 
und von 10 bis 60 'C (17.5 kJ * mol-l, r = 0.9423) bestimmt. 
Die zwei Temperaturoptima bei 0 und 60 ' C  lassen auf unterschiedliche 
CAT-lsoenzyme schlieÃŸen Weil von sich Ã¼berlagernde Effekten verschiedener 
Enzyme ausgegangen werden muÃŸ wurden keine weiteren Enzymeigen- 
schaften bestimmt. 
3.3.2 Glutathion Peroxidase 
Die Messung der GPX-AktivitÃ¤ erfolgte aus drei unterschiedlichen Puffern im 
pH-Bereich von 7.0 bis 11.0 (Abb. 3.4). Das pH-Optimum fÃ¼ die Oxidation von 
GSH lag mit Glycylglycin bei pH 9.0, mit CAPS bei 10.0. Die GPX in CAPS 
zeigte niedrigere AktivitÃ¤ten HEPES pufferte unterhalb des pH-Optimums mit 
geringerer EnzymaktivitÃ¤t Oberhalb von pH 11.0 und unterhalb von pH 7.0 
konnte keine GPX gemessen werden. 
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Abb. 3.4: E. kufferathii: EinfluÃ des pH-Werts auf die AktivitÃ¤ der GPX, gemessen aus einer 
40 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun bei 25 Â¡C n = 4; 
In Abbildung 3.5 ist die TemperaturabhÃ¤ngigkei der GPX dargestellt. Im 
Bereich von -4 bis 45 ' C  wurde die EnzymaktivitÃ¤ nur von der Temperatur 
bestimmt und folgte der ARRHENIUS-Beziehung. Das Temperaturoptimum lag 
bei 45 'C .  
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Abb. 3.5: E. kufferathii: TemperatureinfluÃ auf die Aktivitat der GPX, gemessen aus einer 
40 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun in 50 mM Glycylglycin bei pH 9.0, n = 4; 
Das starke Absinken der AktivitÃ¤ oberhalb von 45 ' C  war auf thermische 
Denaturierung der GPX zurÃ¼ckzufÃ¼hre Oberhalb von 65 "C konnte keine 
AktivitÃ¤ gemessen werden. Auch bei tiefen Temperaturen wurden GPX- 
AktivitÃ¤te gemessen (-4 "C: 12%, 0 'C: 16%, 4 ' C :  21%). Die Aktivierungs- 
energie Ea wurde fÃ¼ den Temperaturbereich von -4 bis 45 'C (3.72 bis 
3.15 * 1 O3 K-I) mit 31 . I  kJ * mol-1 (r = 0.9946) bestimmt. 
Der GSH- und WasserstoffperoxideinfluÃ auf die GPX-AktivitÃ¤ ist in 
Abbildung 3.6 wiedergegeben. Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten 
Vmax(GSH) und VmaJH202) waren 0.33 mmol NADPHImin * mg Protein, die 
MICHAELIS-MENTEN-Konstanten KM(GSH) und KM(H20,) lagen bei 575 und 
126 pM. Die SubstratsÃ¤ttigungskurv mit GSH folgte der klassischen 
MICHAELIS-MENTEN-Kinetik, Konzentrationen oberhalb von 400 pM Wasser- 
stoffperoxid hemmten die GPX-AktivitÃ¤t 
Abb. 3.6: E. kufferathii: SubstrateinfluÃ (links GSH, rechts Hz02) auf die GPX-AktivitÃ¤t 
gemessen aus einer 40 - 80%-Ammoniumsulfatf~llung in 100 mM TRIS-Puffer 
pH 9.0 bei 25 'C, n = 4; 
Die ThermostabilitÃ¤tsmessunge von GPX erfolgten in 50 mM Glycylglycin 
pH 9.0 bei 37 ' C  (n = 4). Die EnzymaktivitÃ¤ nach 480 min lag bei 92% 
(bezogen auf die Messung nach 15 min). 
Eraebnisse 
3.3.3 Glutathion Reduktase 
Die GR-AktivitÃ¤ wurde aus drei unterschiedlichen Puffern im pH-Bereich von 
6.5 bis 10.0 gemessen (Abb. 3.7). Das pH-Optimum fÃ¼ die GSH-Reduktion lag 
mit HEPES und Glycylglycin bei pH8.0. CAPS pufferte oberhalb des 
pH-Optimums mit geringerer EnzymaktivitÃ¤t Oberhalb von pH 10.0 und 
unterhalb von pH 6.5 konnte keine GR-AktivitÃ¤ gemessen werden. 
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Abb. 3.7: E. kufferathii: EinfluÃ des pH-Werts auf die Aktivitat der GR, gemessen aus einer 
40 - 80%-Ammoniumsulfatfallung bei 25 ' C ,  n = 4; 
Die TemperaturabhÃ¤ngigkei der GR ist in Abbildung 3.8 zu sehen. Ein 
breites Temperaturoptimum liegt zwischen 35 und 45 ' C .  Thermische Denatu- 
rierung der GR fÃ¼hrt zum Absinken der EnzymaktivitÃ¤ bei Temperaturen Ã¼be 
45 Â¡C Oberhalb von 65 ' C  konnte keine AktivitÃ¤ gemessen werden. Die 
GR-AktivitÃ¤ bei 0 'C betrug 29%, die bei 5 ' C  noch 20% bezogen auf die 
maximal gemessene AktivitÃ¤ bei 45 'C. 
Im Bereich von -4 bis 37OC wurde die EnzymaktivitÃ¤ nur von der 
Temperatur bestimmt und folgte der ARRHENIUS-Beziehung. Die fÃ¼ den 
Temperaturbereich von -4 bis 37 'C (3.72 bis 3.23 * 103 K-') berechnete 
Aktivierungsenergie EÃ war 34.0 kJ * mol-I (r = 0.9926) und lag damit in der 
gleichen GrÃ¶i3enordnun wie die des enzymatischen Gegenspieler GPX (vgl. 
Kap. 3.3.2). 
Temperatur [Â¡C Temperatur [I OOOIK] 
Abb. 3.8: E. kufferathii: TemperatureinfluÃ auf die AktivitQt der GR, gemessen aus einer 
40 -80%-AmmoniumsulfatfQllung in 100 mM TRIS pH 8.0, n = 4 ;  
Die EinflÃ¼ss von GSSG und NADPH auf die GR-AktivitÃ¤ sind in Abbildung 
3.9 gezeigt. 
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Abb. 3.9: E. kufferathii: Substrat- und Co-SubstrateinfluÃ (links GSSG, rechts NADPH) auf 
die GR-Aktivitat, gemessen aus einer 40 - 80%-Ammoniumsulfatf3!lung in 
100 mM TRIS pH 8.0 bei 25 ' C ,  n = 4 ;  
Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten VmgJGSSG) und VmgX(NADPH) 
lagen bei 0.30 und 0.60 mmol NADPHImin * mg Protein. Die MICHAELIS- 
MENTEN-Konstanten KM(GSSG) und KM(NADPH) betrugen 62.5 und 20 PM. 
Ergebnisse 
Die SubstratsÃ¤ttigungskurv fÃ¼ GSSG folgte der klassischen MICHAELIS- 
MENTEN-Kinetik, Konzentrationen oberhalb von 50 pM Co-Substrat hemmten 
die GR. 
Die GR-ThermostabilitÃ¤ wurde bei 25 und 37 "C gemessen. Das Enzym 
zeigte bei 25 OC nach 15 bis 120 min noch 85% AktivitÃ¤ (bezogen auf die 
Messung nach 0 min). Nach 240 min Inkubation bei 37 "C konnte noch 50% 
GR-AktivitÃ¤ gemessen werden, nach 480 min war bei beiden Temperaturen 
lediglich noch 20% AktivitÃ¤ vorhanden (Abb. 3.10). 
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Abb. 3.10: E. kufferathii: Thermostabilitat von GR gemessen aus einer 40 - 80%- 
Amrnoniumsulfatfallung in 100 mM TRIS pH 8.0 bei 25 und 37 "C, n = 4; 
Messungen zum EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤ ergaben, daÂ 50 bis 100 mM 
TRIS-Puffer pH 8.0 geeignet waren, 250 und 500 mM hemmten die Enzym- 
aktivitÃ¤ deutlich, aus 1 M TRIS-Puffer pH 8.0 konnte GR nicht gemessen 
werden. 
3.3.4 Superoxid Dismutase 
In Abbildung 3.1 1 ist die TemperaturabhÃ¤ngigkei der SOD wiedergegeben, 
Das Temperaturoptimum lag bei 37 'C. Im Bereich von 4 bis 37 'C wurde die 
EnzymaktivitÃ¤ nur von der Temperatur bestimmt und folgte der ARRHENIUS- 
Beziehung. Das starke Absinken der AktivitÃ¤ oberhalb von 37 'C war auf 
thermische Inhibierung der SOD zurÃ¼ckzufÃ¼hre Oberhalb von 60 'C konnte 
keine AktivitÃ¤ gemessen werden. 
Eraebnisse 
Auch bei tiefen Temperaturen wurden SOD-AktivitÃ¤te gemessen (-4 'C: 
41%, 0 'C: 55%, 4 'C: 40%). Die Aktivierungsenergie EA betrug fÃ¼ den 
Temperaturbereich von -4 bis 37 'C (3.72 bis 3.23 * 103 K-l) 16.4 kJ * mol-' 
(r = 0.9940). 
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Abb. 3.1 1: E. kufferathii: TemperatureinfluÃ auf die SOD-AktivitÃ¤t gemessen aus einer 
40 - 80%-Ammoniumsulfatfiillung in 0.5 M TRIS-BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2, 
n = 4 :  
Die SOD-ThermostabilitÃ¤te bei 25 und 37 Â¡ sind in Abbildung 3.12 wieder- 
gegeben. Die SOD-AktivitÃ¤te nahmen kontinuierlich ab. 
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Abb. 3.12: E. kufferathii: Thermostabilitat von SOD gemessen aus einer 40 - 80%-Ammonium- 
sulfatfallung in 0.5 M TRIS-Bernsteinsaure-Puffer pH 8.2 bei 25 und 37 "C, n = 4; 
Eraebnisse 
Das Enzym war bei 25 ' C  nach 60 min noch zu 65% aktiv (bezogen auf die 
Messung nach 0 min), nach 480 min wurden 7% AktivitÃ¤ gemessen. Die bei 
37 ' C  inkubierte SOD zeigte nach 15 min nur noch 60% AktivitÃ¤t Nach 240 min 
betrug die SOD-Inhibierung bereits 90%, nach 480 min wurde lediglich noch 5% 
AktivitÃ¤ gemessen. 
Messungen zum EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤ ergaben, daÂ 0.5 M TRIS- 
BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2 geeignet war, 250 und 100 mM hemmten die 
SOD-AktivitÃ¤ deutlich, bei 50 mM TRIS-BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2 war 
AktivitÃ¤ nicht mehr nachweisbar. 
pH-Wert-Kurven wurden fÃ¼ SOD nicht aufgenommen, weil der photo- 
metrische Test nur oberhalb von pH 7.5 angewendet werden konnte. pH-Wert- 
Messungen ergaben die hÃ¶chste SOD-AktivitÃ¤te bei pH 8.2. 
3.3.5 Peroxidase 
Die PX-SubstratspezifitÃ¤tstest wurden mit den kÃ¼nstliche Substraten 
ABTS, o-Dianisidin, Guaiacol und den natÃ¼rliche Substraten FerulasÃ¤ure 
KaffeesÃ¤ur und Pyrogallol bei pH-Werten von 4.0 bis 10.0 durchgefÃ¼hrt 
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Abb. 3.13: E. kufferathii: PX-Substratspezifitatstest, gemessen aus einer 40 - 80%-Ammonium- 
sulfatfallung in verschiedenen 100 mM Puffern bei 25 'C, n = 4; 
Bei pH-Werten von 4, 5 und 8 bis 10 wurde keine PX-AktivitÃ¤ nachgewiesen. 
PX zeigte mit o-Dianisidin und Pyrogallol bei pH-Werten von 6 und 7 eine 
Ergebnisse 
geringe SubstratspezifitÃ¤t PX-AktivitÃ¤ mit ABTS, Guaiacol, Ferula- und 
KaffeesÃ¤ur konnte nicht bestimmt werden. In Abbildung 3.13 sind die 
PX-AktivitÃ¤te mit o-Dianisidin und Pyrogallol dargestellt. Die GPX-AktivitÃ¤ mit 
GSH als Substrat dient zum Vergleich. 
GesamtperoxidaseaktivitÃ¤ wird in der Regel mit ABTS, Guaiacol und 1 oder 
o-Dianisidin bestimmt. 
3.4 Physiologische Untersuchungen 
Die physiologischen Untersuchungen erfolgten aus 0 - 80%-Ammonium- 
sulfatfÃ¤llungen 
3.4.1 Oxidationsschutzenzyme im Tagesgang in E. kufferathii 
und Chaetoceros sp. 
Die Oxidationsschutzenzyme (CAT, GR, GPX und SOD) wurden nach fÃ¼nf 
tÃ¤gige Akklimatisation bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden 
im Tagesgang aus E. kufferathii (BestrahlungsstÃ¤rken 30 und 150 pmol 
Photonen * m-2 * s-I) und Chaetoceros sp. (150 pmol Photonen * m-2 * s-l) unter- 
sucht. Die Temperatur betrug 0 'C, die SalinitÃ¤ 34 PSU. CAT und SOD wurden 
gelelektrophoretisch, GR und GPX photometrisch nachgewiesen. 
Catalase 
Abbildung 3.14 zeigt auf jeder Bahn fÃ¼ den 30-pmol-Ansatz von 
E. kufferathii eine CAT-Bande, die im Belichtungszeitraum stÃ¤rke ist als in der 
Dunkelphase. Der 150-pmol-Ansatz von E. kufferathii ergab das gleiche Bild. 
Die CAT-AktivitÃ¤te des 150-pmol-Ansatzes waren in der Lichtphase hÃ¶he als 
die des 30-pmol-Ansatzes. 
CAT 
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Abb. 3.14: E. kufferathii: kultiviert bei 30 prnol Photonen * rn" * s", Ausschnitt aus einem 
12% Gel nach CAT-FÃ¤rbung aufgetragen wurden 60 pg ProteinIBahn der 
0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llung D = Dunkel, L = Licht; 
Der Chaetoceros-Ansatz hat auf jeder Bahn eine CAT-Bande, die am 
stÃ¤rkste nach neun und zwÃ¶l Stunden Dunkelphase sind (Abb. 3.15). Die 
CAT-AktivitÃ¤te waren in den zwÃ¶l Stunden Licht niedriger als in der 
Dunkelphase. 
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Abb. 3.15: Chaetoceros sp.: kultiviert bei 150 prnol Photonen m 2  * s ,  Ausschnitt aus einem 
12% Gel nach CAT-FÃ¤rbung aufgetragen wurden 60 pg ProteintBahn der 
0 - 80%-ArnmoniurnsulfatfÃ¤llung D = Dunkel, L = Licht; 
Superoxid Dismutase 
Die SOD-lsoenzyme des 150-pmol-Chaetoceros-Ansatzes zeigen in der 
Dunkelphase hÃ¶her AktivitÃ¤te als in der Lichtphase (Abb. 3.16 oben). Zwei 
Isoenzyme (SOD 1 und SOD 2) hatten erhÃ¶ht IntensitÃ¤ten Die Banden von 
SOD 4 und 5 waren sehr schwach. 
In Abbildung 3.16 unten sind auf jeder Bahn fÃ¼ den 150-pmol-Entomoneis- 
Ansatz fÃ¼n SOD-Banden zu sehen, deren IntensitÃ¤te im Beleuchtungs- 
Ergebnisse 
zeitraum h6her sind als in der Dunkelphase. Die Banden der SOD 3, 4 und 5 
waren sehr schwach. Die hÃ¶chste AktivitÃ¤te wurden in den ersten sechs 
Stunden Licht nachgewiesen. Das Isoenzym SOD 2 machte mehr als 90% der 
AktivitÃ¤ aus. Der 30-pmol-Ansatz ergab das gleiche Bild. 
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Abb. 3.16: Chaetoceros sp. (oben), E. kufferathii (unten): kultiviert bei 150 pmol 
Photonen * m 2  * s ;  12% Gel nach SOD-FÃ¤rbung aufgetragen wurden 
60 pg ProteinIBahn der 0 - 80%-Ammoniumsulfatfallung, D = Dunkel, L = Licht; 
Erqebnisse 
Glutathion Reduktase 
Die GR-AktivitÃ¤te waren im 1 SO-pmol-Entomoneis-Ansatz bis zu 20% hÃ¶he 
als im 30-pmol-Ansatz (Abb. 3.17). 
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Abb. 3,17: E. kufferathii: kultiviert bei 30 und 150 pmol Photonen * m" * s"; GR gemessen 
aus der 0 - 80%-Ammoniumsulfatf~llung, D = Dunkel, L = Licht, n = 4; 
Der 30-pmol-Ansatz hatte in den ersten neun Stunden der Lichtphase (64 bis 
68%), der 150-pmol-Ansatz im gesamten Beleuchtungszeitraum (72 bis 79%) 
nahezu konstante AktivitÃ¤ten Die hÃ¶chste EnzymaktivitÃ¤te wurden fÃ¼ den 
30-pmol-Ansatz nach zwÃ¶l Stunden Licht und in den ersten sechs Stunden der 
Dunkelphase gemessen. FÃ¼ den 150-pmol-Ansatz ergaben sich ebenfalls in 
den ersten sechs Stunden der Dunkelphase hÃ¶chst AktivitÃ¤ten Die 
GR-AktivitÃ¤te nahmen fÃ¼ beide AnsÃ¤tz nach 9 und 12 Stunden der Dunkel- 
phase kontinuierlich ab und erreichten Werte, wie sie zu Beginn der Lichtphase 
gemessen wurden. 
Im 150-pmol-Chaetoceros-Ansatz stieg die GR-AktivitÃ¤ im Beleuchtungs- 
zeitraum (von 70 auf 100%). In der Dunkelphase wurden mindestens 85% 
AktivitÃ¤ gemessen (Abb. 3.18). Die hÃ¶chste AktivitÃ¤te ergaben sich nach 
zwÃ¶l Stunden Licht (100%) und in den letzten sechs Stunden der Dunkelphase. 
Zeit [h] 
Abb. 3.18: Chaetoceros sp.:  kultiviert bei 150 pmol Photonen me2 * s"; GR gemessen aus der 
0 - 80%-Ammoniumsulfatf&llung, D = Dunkel, L = Licht, n = 4; 
Glufathion Peroxidase 
Die GPX-AktivitÃ¤te waren im 150-pmol-Entomoneis-Ansatz bis zu 40% 
hÃ¶he als im 30-pmol-Ansatz (Abb. 3.19). Die GPX-AktivitÃ¤te nahmen fÃ¼ beide 
AnsÃ¤tz wÃ¤hren der Lichtphase kontinuierlich zu, zeigten nach zwÃ¶l Stunden 
Licht und in den ersten sechs Stunden der Dunkelphase die hÃ¶chste Werte 
und hatten nach zwÃ¶l Stunden Dunkelphase Ã¤hnlich GPX-AktivitÃ¤te wie zu 
Beginn der Lichtphase. 
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Abb. 3.19: E. kufferathii: kultiviert bei 30 und 150 pmol Photonen * m" * s"; GPX gemessen 
aus der 0 - 80%-Ammoniumsulfatf~llung, D = Dunkel, L = Licht, n = 4; 
Die GPX-AktivitÃ¤te im 150-pmol-Chaetoceros-Ansatz sind in den ersten neun 
Stunden Licht (Abb. 3.20) mit 48 bis 55% (bezogen auf die maximale AktivitÃ¤ 
nach zwÃ¶l Stunden Licht) am niedrigsten. Die hÃ¶chste GPX-AktivitÃ¤te 
wurden nach 12 Stunden Licht und zu Beginn der Dunkelphase gemessen. 
Zeit [h] 
Abb. 3,20: Chaetoceros sp.: kultiviert bei 150 prnol Photonen m"'* s"'; GPX gemessen aus 
der 0 - 80%-Arnmoniumsulfatfallung, D = Dunkel, L = Licht, n = 4; 
Ergebnisse 
Tabelle 3.4 faÃŸ das Verhalten der Oxidationsschutzenzyme CAT, SOD, GR 
und GPX im Tagesgang fÃ¼ die 30- und 150-pmol-AnsÃ¤tz von E. kufferathii 
und Chaetoceros sp. (1 50-pmol-Ansatz) zusammen. 
Tab. 3.4: E. kufferathii (30- und 150-pol-AnsÃ¤tze und Chaetoceros sp. (1 50-pmol-Ansatz): 
AktivitÃ¤te der Oxidationsschutzenzyme CAT, SOD, GR und GPX im Licht und 
im Dunkeln, -f. = AktivitÃ¤ hÃ¶her sl/ = AktivitÃ¤ niedriger; 
E. kufferathii 
30- und 150-pmol-AnsÃ¤tz 
Chaetoceros sp. 
150-pmol-Ansatz 










Die Oxidationsschutzenzyme aus E. kufferathii verhielten sich in der Licht- 
und Dunkelphase in beiden AnsÃ¤tze Ã¤hnlich CAT und SOD zeigten im 
Beleuchtungszeitraum hÃ¶her AktivitÃ¤te als in der Dunkelphase. Im 
Chaetoceros sp.-Ansatz wurden jedoch im Dunkeln hÃ¶her CAT- und SOD- 
AktivitÃ¤te gefunden. 
Die GR- und GPX-AktivitÃ¤te waren in allen AnsÃ¤tze im Licht niedriger als 
im Dunkeln. 
3.4.2 TemperatureinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E. kufferathii 
Der TemperatureinfluÃ (-4, 0 und 4 'C) auf die Oxidationsschutzenzyme 
(CAT, GPX und GR) in E. kufferathii wurde bei 6, 30, 60, 90 und 150 prnol 
Photonen * m-2 * s-I nach 2, 4 und 8 Tagen untersucht. Die SalinitÃ¤ betrug 
34PSU. CAT wurde gelelektrophoretisch, GPX und GR photometrisch 
bestimmt. Die im Text beschriebenen GPX- und GR-AktivitÃ¤te (Kap. 3.4.2 und 
3.4.3) sind die gemittelten Werte der Messungen nach 2, 4 und 8 Tagen. 
In Abbildung 3.21 ist der EinfluÃ von Temperatur (-4, 0 und 4 'C) und Licht 
(6, 30, 60, 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-1) auf die CAT der E. kufferathii- 
Zellen und der Epibakterien nach 2, 4 und 8 Tagen dargestellt. 

Ergebnisse 
E. kufferathii-CAT und bakterielle CAT (CAT-Bak) kann gelelektrophoretisch 
unterschieden werden (vgl. Kap. 3.5). Die Bakterien-CAT liegt diffus oberhalb 
der CAT-Banden von E. kufferathii. 
Entomoneis-Catalase 
2 Tage: Die CAT-Banden bei 4 und -4 'C waren intensiver als bei 0 'C.  Die 
hÃ¶chste AktivitÃ¤te hatten die mit 60, 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-I 
(-4 und 4 Â¡C und die mit 6 pmol Photonen * m-2 * s-I (4 'C) kultivierten Algen. 
4 Tage: Die bei 0 'C kultivierten Entomoneis-Zellen zeigten fÃ¼ alle 
Bestrahlungsstarken niedrigere CAT-AktivitÃ¤te als nach 2 Tagen. Die -4 und 
4 Â¡ ausgesetzten Algen hatten hÃ¶her AktivitÃ¤te als die bei 0 'C kultivierten. 
Die hÃ¶chste CAT-AktivitÃ¤te wurden bei 4 'C bei Bestrahlungsstarken von 
90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-I gemessen. 
8 Tage: Die CAT-Banden der mit -4 und 4 'C kultivierten Entomoneis-Zellen 
waren intensiver als die des 0 'C-Ansatzes. Die hÃ¶chste AktivitÃ¤te im 4 'C- 
Ansatz ergaben sich fÃ¼ die 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tze Im -4 'C-Ansatz wurde 
fÃ¼ alle Bestrahlungsstarken hohe AktivitÃ¤te gemessen. 
Die CAT-AktivitÃ¤te waren bei den mit -4 und 4 'C kultivierten Entomoneis- 
Zellen bei allen Bestrahlungsstarken hÃ¶he als bei 0 "C. 
Bakterien-Catalase 
Nach 2 Tagen wurde bei allen Temperaturen die hÃ¶chste CAT-AktivitÃ¤te 
gemessen. Die -4 und 4 'C-AnsÃ¤tz zeigen: CAT wurde nach 2 Tagen bei allen 
Bestrahlungsstarken und nach 4 Tagen in den 6-, 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tze 
nachgewiesen. Nach 8 Tagen enthielten lediglich die 150-pmol-AnsÃ¤tz CAT. 
Die CAT-AktivitÃ¤ nahm mit der Zeit ab. Der 0 "C-Ansatz hatte niedrigere CAT- 
AktivitÃ¤te als die -4 'C- und 4 "C-AnsÃ¤tze CAT-AktivitÃ¤ wurde nach 2 Tagen 
fÃ¼ die hÃ¶here Bestrahlungsstarken (60, 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-I) 
nachgewiesen, nach 8 Tagen wurde keine CAT-AktivitÃ¤ gemessen. 
Glutathion Peroxidase 
In Abbildung 3.22 ist der TemperatureinfluÃ (-4, 0 und 4 ' C )  bei Bestrahlungs- 
stÃ¤rke von 6, 30, 60, 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-1 auf die GPX- 
AktivitÃ¤ der E. kufferathii-Zellen nach 2, 4 und 8 Tagen wiedergegeben. 
Tab. 3.5: E. kufferathii: Prozentuale Abnahme der GPX-AktivitÃ¤te mit steigender 
Temperatur, gemittelt aus den AktivitÃ¤te nach 2, 4 und 8 Tagen, 
* = [pmol Photonen * m" * s"]; 
HÃ¶chst GPX-AktivitÃ¤te wurden bei -4 'C, niedrigste bei 4 'C gemessen. 
Die GPX-AktivitÃ¤te nahmen mit steigender Temperatur ab. Niedrige (6 pmol 
Photonen * m-2 * s-1) und hohe (150 pmol Photonen * m-2 * s-l) Bestrahlungs- 
stÃ¤rke fÃ¼hrte zu hÃ¶chste GPX-AktivitÃ¤te (Tab. 3.5). Die durchschnittlichen 
Ã¼be alle BestrahlungsstÃ¤rke gemittelten AktivitÃ¤te waren bei 4 ' C  bei 0.26, 
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150 um01 Photonen * m-2 * s-I 
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Abb. 3.22: E. kufferathii: kultiviert mit 
6, 30, 60, 90, 150 pmol Photonen * m-* * s-1 
bei -4, 0 und 4 "C, GPX gemessen aus 
0 - 80%-Ammoniumsulfatf~llungen, n = 4; 
Ergebnisse 
Glutathion Reduktase 
Der TemperatureinfluÃ (-4, 0 und 4 ' C )  bei BestrahlungsstÃ¤rke von 6, 30, 
60, 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-1 auf die GR-AktivitÃ¤ der E. kufferathii- 
Zellen nach 2, 4 und 8 Tagen ist in Abbildung 3.23 wiedergegeben. 
Tab. 3.6: E. kufferathii: Prozentuale Abnahme der GR-AktivitÃ¤te mit steigender 
Temperatur, gernittelt aus den AktivitÃ¤te nach 2, 4 und 8 Tagen, 
* = [prnol Photonen * rn" * s"]; 
1 BestrahlungsstÃ¤rk * 1 GR-Abnahme [Oh] 1 
Die GR-AktivitÃ¤te nahmen fÃ¼ alle BestrahlungsstÃ¤rke mit steigender 
Temperatur ab. Beim 6-pmol-Ansatz waren die grÃ¶ÃŸt Unterschiede zwischen 
dem -4 'C-  und dem 4 "C-Ansatz (Tab. 3.6). 
Die durchschnittlichen GR-AktivitÃ¤te gernittelt Ã¼be alle BestrahlungsstÃ¤rke 
lagen bei 4 ' C  bei 0.37, bei 0 'C bei 0.46 und bei -4 OC bei 0.53 Ulmg Protein 
(vgl. Abb. 3.25). 

Ergebnisse 
3,4.3 LichteinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E kufferathii 
Catalase 
Temperatur- (-4, 0 und 4 "C) und LichteinfluÃ (6, 30, 60, 90 und 150 pmol 
Photonen * m-2 * s-I) auf die CAT-AktivitÃ¤ der E. kufferathji-Zelien und der 
Epibakterien nach 2, 4 und 8 Tagen sind in Abbildung 3.21 auf Seite 63 wieder- 
gegeben. 
Entomoneis-Catalase 
-4 'C: Die CAT-AktivitÃ¤ war fÃ¼ alle BestrahlungsstÃ¤rke nach 2, 4 und 8 
Tagen Ã¤hnlich 
0 'C: Die hÃ¶chste Entomonejs-CAT-Banden waren nach 2 und 4 Tagen bei 
hÃ¶here BestrahlungsstÃ¤rke (60, 90 und 150 pmol Photonen * m-* * s-I) zu 
sehen. Die AktivitÃ¤ nahm mit der BestrahlungsstÃ¤rk zu. 
4 'C: Nach 2 und 4 Tagen waren die AktivitÃ¤te der Entomonefe-CAT fÃ¼ alle 
BestrahlungsstÃ¤rke hÃ¶he als nach 8 Tagen. HÃ¶chst AktivitÃ¤te wurden nach 
2, 4 und 8 Tagen an den 90 und 150 pmol Photonen * m-2 * s-1 ausgesetzten 
Entomoneis-Zellen nachgewiesen. 
HÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤te zeigten die 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tze 
Bakterien-Catalase 
-4 'C: CAT konnte nach 2 Tagen fÃ¼ jede BestrahlungsstÃ¤rk nachgewiesen 
werden. Nach 4 Tagen zeigten die 6-, 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tz CAT (hÃ¶chst 
AktivitÃ¤t 150-pmol-Ansatz). Nach 8 Tagen war lediglich im 150-pmol-Ansatz 
CAT nachweisbar. 
0 'C: Nach 2 Tagen wurden hÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤te gemessen. Die 
AktivitÃ¤te nahmen mit der BestrahlungsstÃ¤rk zu (2 und 4 Tage). Nach 8 
Tagen war keine Bakterien-CAT aktiv. 
4 'C: CAT war nach 2 Tagen fÃ¼ alle BestrahlungsstÃ¤rke nachweisbar. Die 
CAT-AktivitÃ¤ nahm mit der Zeit ab. Nach 4 und 8 Tagen war lediglich in den 
90- und 150-pmol-AnsÃ¤tze CAT zu sehen. 
Ergebnisse 
Die bakterielle CAT wies nach 2 Tagen hÃ¶chst AktivitÃ¤te auf. Nach 4 
Tagen war CAT-Bak lediglich in den 6-, 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tze zu 
erkennen (hÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤t 150-pmol Ansatz). Die CAT-AktivitÃ¤te 
nahmen mit der Zeit ab und konnten nach 8 Tagen nur noch in den 150-umol- 
AnsÃ¤tze (-4 und 4 'C) gemessen werden. 
Glufathion Peroxidase 
In Abbildung 3.24 ist der LichteinfluÃ (6, 30, 60, 90 und 150 pmol Photo- 
nen * m-2 * s-I) auf die GPX-AktivitÃ¤ der E. kufferathii-Zellen bei Temperaturen 
von -4,O und 4 'C nach 2 , 4  und 8 Tagen zu sehen. 
-4 'C: Die niedrigsten GPX-AktivitÃ¤te wurden im 30-pmol-Ansatz gemessen. 
Die Zunahme der GPX-AktivitÃ¤te vom 30- zum 150-pmol-Ansatz betrug 29% 
(30-pmol-Ansatz: 0.31, 150-pmol-Ansatz: 0.40 U/mg Protein). Der 6-pmol- 
Ansatz wies 26% hÃ¶her AktivitÃ¤te als der 30-pmol-Enfomoneis-Ansatz auf. 
0 'C: Nach zwei Tagen waren die AktivitÃ¤te bei Zunahme der Bestrahlungs- 
stÃ¤rke nahezu konstant, nach 4 und 8 Tagen waren sie gegenÃ¼be den GPX- 
AktivitÃ¤te nach 2 Tagen leicht erhÃ¶ht Die GPX-AktivitÃ¤ lag bei allen 
BestrahlungsstÃ¤rke zwischen 0.28 und 0.30 Ulmg Protein. 
4 "C: Die GPX-AktivitÃ¤te wiesen bei BestrahlungsstÃ¤rke von 30, 60, 90 
und 150 pmol Photonen * m-2 * s-1 Werte zwischen 0.26 und 0.29 Ulmg Protein 
auf und waren damit nahezu konstant. Lediglich der 6-pmol-Ansatz zeigte 
niedrigere GPX-AktivitÃ¤te (0.22 Ulmg Protein). 
Die GPX-AktivitÃ¤te waren bei 0 und 4 "C mit Zunahme der Bestrahlungs- 
stÃ¤rk nahezu konstant. Lediglich der 6-pmol-Ansatz (4 ' C )  zeigte deutlich 
niedrigere EnzymaktivitÃ¤t Bei -4 'C wurden die geringsten GPX-AktivitÃ¤te im 
30-pmol-Ansatz gemessen, alle weiteren AnsÃ¤tz hatten hÃ¶her AktivitÃ¤ten die 
mit der BestrahlungsstÃ¤rk zunahmen (Abb. 3.24). 
um01 Photonen * m-* * s-I 
Abb. 3.24: E. kufferathii: kultiviert mit 6, 30, 60, 90, 150 pmol Photonen * m" * s"' bei 
-4, 0 und 4 Â¡C GPX gemessen aus 0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llungen n = 4; 
Ergebnisse 
Glutathion Reduktase 
Der LichteinfluÃ (6, 30, 60, 90 und 150 prnol Photonen * m-2 * s-I) bei 
Temperaturen von -4, 0 und 4 OC auf die GR-AktivitÃ¤ der E. kufferathii-Zellen 
nach 2, 4 und 8 Tagen ist in Abbildung 3.25 gezeigt. 
-4 'C: Die GR-AktivitÃ¤te nahmen in den 30- bis 150-pmol-AnsÃ¤tze um 32% 
zu (30-pmol-Ansatz: 0.47, 150-pmol-Ansatz: 0.62 Ulmg Protein). Die hÃ¶chste 
AktivitÃ¤te wurden nach 8 Tagen gemessen. Der 6-pmol-Ansatz hatte 18% 
hÃ¶her GR-AktivitÃ¤te als der 30-pmol-Entomoneis-Ansatz. 
0 T :  Nach zwei Tagen nahmen die GR-AktivitÃ¤te mit zunehmender 
BestrahlungsstÃ¤rk geringfÃ¼gi ab: Der 6-pmol-Ansatz zeigte 9% hÃ¶her 
AktivitÃ¤te als der 150-pmol-Ansatz, Die GR-AktivitÃ¤te waren nach 4 Tagen 
nahezu konstant und nahmen nach 8 Tagen mit der BestrahlungsstÃ¤rk um 
25% zu. Die GR-AktivitÃ¤te lagen bei allen BestrahlungsstÃ¤rke bei 0.45 Ulmg 
Protein. 
4 Â¡C Die GR-AktivitÃ¤te wiesen bei den BestrahlungsstÃ¤rke 30, 60, 90 und 
150 pmol Photonen * m-* * s-I Werte zwischen 0.37 und 0.41 Ulmg Protein auf 
und waren damit nahezu konstant. Der 6-pmol-Ansatz zeigte 40% niedrigere 
GR-AktivitÃ¤te (0.28 Ulmg Protein). HÃ¶chst AktivitÃ¤te wurden nach 8 Tagen 
gemessen. Nach 2 und 4 Tagen zeigten die 60-, 90- und 150-pmol-AnsÃ¤tz 
Ã¤hnlich GR-AktivitÃ¤ten die nach 8 Tagen bis zu 56% hÃ¶he waren. 
Die GR-AktivitÃ¤te waren bei 4 ' C  mit Zunahme der BestrahlungsstÃ¤rk 
nahezu konstant. Lediglich der 6-pmol-Ansatz zeigte deutlich niedrigere 
EnzymaktivitÃ¤t Bei 0 ' C  wurde kein EinfluÃ der BestrahlungsstÃ¤rk auf die 
AktivitÃ¤ der Entomoneis-GR festgestellt. Bei -4 ' C  wurden die geringsten 
GR-Konzentrationen im 30-pmol-Ansatz gemessen, alle weiteren AnsÃ¤tz 
zeigten hÃ¶her AktivitÃ¤ten die mit der BestrahlungsstÃ¤rk zunahmen. Die 
hÃ¶chste AktivitÃ¤te wurden in der Regel nach 8 Tagen gemessen (Abb. 3.25). 
Ergebnisse 
pmol Photonen * m-2 * s-I 
Abb. 3.25: E. kufferathii: kultiviert mit 6, 30, 60, 90, 150 vmol Photonen * m"' * s" bei 
-4, 0 und 4 ' C ,  GR gemessen aus 0 - 80%-AmmoniurnsulfatfÃ¤llungen n = 4; 
3.5 E. kufferathii und Epibakterien 
Die unialgare E. kufferathii-Kultur enthielt auch epiphytisch wachsende 
Bakterien. Der photometrische CAT-Nachweis reichte darum nicht aus (Kap. 
3.3.1), weil die gemessene AktivitÃ¤ auch durch CAT-haltige Bakterien 
verursacht sein konnte. 
Die Bakterien wurden daher auf Agar-Pepton-Platten kultiviert und extrahiert 
(Kap. 2.2). Der Extrakt und konzentrierte Fraktionen (0 - 40%- und 40 - 80%- 
AmmoniumsulfatfÃ¤llungen wurden gelelektrophoretisch getrennt und nach 
AktivitÃ¤tsfÃ¤rbu mit dem Extrakt und den konzentrierten Fraktionen aus 
E. kufferathii verglichen. Das Ergebnis waren zwei CAT unterschiedlicher 
Molekulargewichte, eine CAT aus E. kufferathii und eine Bakterien-CAT: 
CAT-Bak 
CAT 
Abb. 3.26: E. kufferathii und Bakterien: 
Native PAGE, Ausschnitt aus einem 8% Gel nach CAT-FÃ¤rbung 
Bahn 1: Bakterienextrakt; Bahn 2: E. kufferathii-Extrakt; 
Bahn 3: Bakterien: 0 - 40%-AmmoniumsulfatfÃ¤llung 
Bahn 4: E. kufferathii: 0 - 40%-ArnmoniumsulfatfÃ¤llung 
Bahn 5: Bakterien: 40 - 80%-AmrnoniurnsulfatfÃ¤llung 
Bahn 6: E. kufferathii: 40 - 80%-AmrnoniurnsulfatfÃ¤llung 
Bahn 1: 30 pg Protein, Bahnen 2 - 6: 100 pg Protein; 
Abbildung 3.26 zeigt ein auf CAT gefÃ¤rbte Gel. Bakterien- und E. kufferathii- 
Extrakte wurden in den Bahnen 1 und 2 aufgetragen. Die Bahnen 3 bis 6 
enthielten AmmoniumsulfatfÃ¤llungen aus Bakterien (Bahn 3: 0 - 40%, Bahn 5: 
40 - 80%) und E. kufferathii (Bahn 4: 0 - 40%, Bahn 6: 40 - 80%). 
Eraebnisse 
Der Rohextrakt der Bakterien (Bahn 1) zeigte eine Bande (niedriger Rr-Wert, 
bakterielle CAT, CAT-Bak), der E. kufferafhii-Rohextrakt zwei Banden (Bahn 2). 
Die Bande mit niedrigerem Rp-Wert korrespondierte mit der CAT-Bak, die 
Bande mit hÃ¶here Rp-Wert war intensiver. 
Die 0 - 40Â°/o-AmmoniumsulfatfÃ¤llu der Bakterien (Bahn 3) zeigte keine 
Bande. Bahn 4 (0 - 40%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun aus E. kufferathii) enthielt eine 
schwache Bande mit hÃ¶here Rp-Wert. 
Die 40 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun der Bakterien wies eine schwache 
Bande mit niedrigem Rr-Wert auf (Bahn 5). Die 40 - 80%-Ammonium- 
sulfatfÃ¤llun aus E. kufferathii glich dem Bild des E. kufferathii-Rohextrakts 
(Bahn 2). 
FÃ¼ die Bakterien konnte eine CAT-Bande mit niedrigerem RF-Wert 
nachgewiesen werden, die nicht in der 0 - 40%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun gefunden 
wurde. Die 0 - 40%-AmmoniumsulfatfÃ¤llun der E. kufferafhii-Zellen (Bahn 4) 
hatte die Bande mit niedrigerem Rp-Wert ebenfalls nicht. Die Bande mit 
hÃ¶here RF-Wert konnte in allen E. kufferathii-AnsÃ¤tze nachgewiesen werden. 
4 Diskussion 
Die Charakterisierung der Oxidationsschutzenzyme aus E. kufferathii erfolgte 
aus 40 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge (Kap. 4.1). Die AktivitÃ¤ der Oxidations- 
schutzenzyme (Photometrie), die Anzahl der Isoenzyme und deren Molekular- 
gewichte (Gelelektrophorese) wurden aus 0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge 
bestimmt (Kap. 4.5). Physiologische Untersuchungen wurden ebenfalls aus 
0 - 80%-AmmoniumsulfatfÃ¤llunge vorgenommen (Kap. 4.4). 
4.1 Charakterisierung der Oxidationsschutzenzyme 
aus E. kufferathii 
4.1 .I Catalase 
CAT baut Wasserstoffperoxid in Peroxisomen ab. Der Nachweis 
mitochondrialer CAT zeigte, daÂ CAT nicht uneingeschrÃ¤nk als peroxisomaler 
Marker gilt. SCANDALIOS (1994) nimmt an, daÂ CAT auch cytosolisch 
vorkommt. CAT wurde an hÃ¶here Pflanzen und Algen intensiv untersucht (vgl, 
Kap. 4.2). SCANDALIOS (1994) und WILLEKENS (1995) fassen die Eigen- 
schaffen von Pflanzencatalasen in Ãœbersichtsartikel zusammen. 
CAT wurde aus E. kufferathii photometrisch (0.020 + 0.005 Ulmg Protein) 
und auch gelelektrophoretisch (apparentes Molekulargewicht: 160 kDa) nach- 
gewiesen. Hohe apparente Molekulargewichte sind fÃ¼ CAT charakteristisch, 
CAT-AktivitÃ¤ konnte Ã¼be einen breiten Temperaturbereich (-4 bis 70 'C) 
gemessen werden (Abb. 3.3). Photometrische CAT-Messungen ergaben zwei 
Temperaturoptima (0 und 60 Â¡C) die vermutlich zu zwei Isoenzymen gehÃ¶ren 
denn die E. kufferafhii-Kultur enthielt auch epiphytische Bakterien. 
Die hohen CAT-AktivitÃ¤te bei tiefen Temperaturen (0 'C: 100%, -4 'C: 35%) 
setzen sich vermutlich additiv zusammen. Die Aktivierungsenergien E* wurden 
aus der Temperaturkurve fÃ¼ die Bereiche von -4 bis 0 'C (363.8 kJ * mol1) und 
von 10 bis 60 'C (17.5 kJ * mol") ermittelt. Aktivierungsenergien enzymatischer 
Reaktionen liegen in der Regel zwischen 40 und 80 kJ * mol" (BETZ, 1974). 
Enzyme mit hohen Aktivierungsenergien kÃ¶nne sensitiv auf Temperatur- 
schwankungen reagieren. Die mit 363.8 kJ * mol" ermittelte Aktivierungs- 
energie ist vermutlich fehlerbehaftet, weil der gewÃ¤hlt Temperaturbereich nur 
4 'C umfaÃŸ und sich die AktivitÃ¤te verschiedener CAT Ã¼berlagern Die 
niedrige Aktivierungsenergie (17.5 kJ * mol'l) ermÃ¶glich selbst Reaktionen bei 

MATTA und TRENCH, 1991; LESSER, 1996B), die auch symbiotisch 
vorkommen (LESSER 1996A; MATTA, 1995). APX wurde auÃŸerde in den 
GrÃ¼nalge Chlamydomonas reinhardfii (MIYAKE ef al., 1991 ), UIva rigida 
(COLLEN und PEDERSEN, 1996) und an verschiedenen Entwicklungsstufen 
von Acefabularia mediterranea (CASTILLO ef al., 1986) erforscht. Die 
APX-Vorkommen in Algen sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt. 
Tab. 4.1: Vorkommen von APX in Algen; 




1 Chlamydomonas reinhardfii \ MIYAKE ef al., 1991 I 
Referenz 
SHIGEOKA et al., 1980A 




Euglena gracilis ist die einzige Alge, aus der APX gereinigt und nÃ¤he 
charakterisiert wurde: Km(AsA): 0.41 mM; Km(H202): 0.056 mM; pH-Optimum: 
6.2; Temperaturoptimum: 32 - 34 'C; apparentes Molekulargewicht: 76 kDa 
(SHIGEOKA ef al., 1980A). 
Das Oxidationsschutzenzym APX wurde in E. kufferafhii nicht nachgewiesen. 





4.1.4 Glutathion Peroxidase 
LESSER, 1996A 
LESSER, 1996B 
COLLEN und PEDERSEN, 1996 
GPX ist an der cytosolischen und mitochondrialen Wasserstoffperoxid- 
entgiftung beteiligt. Das allgemeine Vorkommen von GPX in hÃ¶here Pflanzen 
wurde lange bezweifelt (HALLIWELL und GUTTERIDGE, 1989), obwohl schon 
1985 GPX-AktivitÃ¤ in verschiedenen hÃ¶here Pflanzen festgestellt wurde 
(DROTAR ef al., 1985). 
GPX-AktivitÃ¤ wurde auch in Algen, besonders in Mikroalgen gefunden 
(OVERBAUGH und FALL, 1982; PRICE und HARRISON, 1988; MATTA, 1995). 
In Tabelle 4.2 sind die GPX-Vorkommen in Algen wiedergegeben. 
Tab. 4.2: GPX-Vorkommen in Algen; 
Chlamydomonas reinhardtii 1 SHIGEOKA et al., 1991 
Alge 
Euglena gracilis (UTEX753) 
Euglena gracilis var. bacillaris (UTEX884) 
Euglena gracilis var. bacillaris W3BUL 
Astasia longa (UTEX512) 
Euglena gracilis 
Thalassiosira pseudonana HUSEDT 
Referenz 
OVERBAUGH und FALL, 1982 
OVERBAUGH und FALL, 1985 
PRICE und HARRISON, 1988 
GPX-Reinigungen erfolgten aus Euglena gracilis (OVERBAUGH und FALL, 
1985) und Chlamydomonas reinhardtii (SHIGEOKA et al., 1991 ). Die cyto- 
solische Euglena-GPX zeigte ein breites Substratspektrum mit AsA, NADPH, 
Pyrogallol, Guaiacol und o-Dianisidin. Die Eigenschaften bislang gereinigter 
Ostreopsis lenticularis 
Algen-GPX sind in Tabelle 4.3 zusammengestellt: 
TAKEDA et al., 1993B 
MATTA, 1995 
Tab. 4.3: Eigenschaften der aus Euglena gracilis (OVERBAUGH und FALL, 1985) und 
Chlamydomonas reinhardtii (SHIGEOKA et al., 1991 ) gereinigten GPX; 
Alge 
Die GPX-AktivitÃ¤ aus E. kufferathii wurde photometrisch mit 0.453 Â 0.055 U/ 
mg Protein bestimmt. Die Anzahl der Isoenzyme und der Molekulargewichte 
konnte nicht bestimmt werden, weil eine Methode zum nativen GPX-Nachweis 
fehlt. 
Das pH-Optimum fÃ¼ die Oxidation von GSH lag mit Glycylglycin bei pH 9.0, 
mit CAPS bei 10.0. In CAPS war die AktivitÃ¤ geringer (Abb. 3.4). Daher konnte 
das pH-Optimum nicht eindeutig bestimmt werden. Das pH-Optimum liegt 
vermutlich hÃ¶he als in Chlamydomonas reinhardtii (pH 8.3, 50 mM TRIS) oder 
Euglena gracilis (pH 8.2). AuÃŸerde kÃ¶nne in vitro- nicht auf in vivo-Enzym- 
untersuchungen Ã¼bertrage werden. Die in vitro-Bestimmungen der pH-Optima 
Euglena gracilis 
Chlamydomonas reinhardtii 












der Enzyme unterscheiden sich vermutlich von den in vivo-pH-Werten in den 
Kompartimenten. 
Das Temperaturoptimum lag bei 45 'C (Abb. 3.5). Auch bei tiefen 
Temperaturen wurden GPX-AktivitÃ¤te gemessen (-4 'C: 12%, 0 Â¡C 16%, 
4 'C: 21%). Das Temperaturoptimum liegt damit deutlich hÃ¶he als die 
durchschnittlichen antarktischen Wassertemperaturen. 
Die Aktivierungsenergie EA wurde fÃ¼ den Temperaturbereich von -4 bis 
45 'C mit 31 .I kJ * mol"' bestimmt, war damit deutlich hÃ¶he als fÃ¼ CAT und lag 
in Ã¤hnliche GrÃ¶ÃŸenordnu wie die fÃ¼ GR ermittelte. GPX ist vermutlich als 
GR-Gegenspieler (Reduktion von GSSG) wichtiger als in der Wasserstoff- 
peroxidentgiftung, die in E. kufferafhii wesentlich durch CAT bestimmt wird. 
Die GPX-ThermostabilitÃ¤ war sehr viel hÃ¶he als die der anderen Oxidations- 
schutzenzyme (GR und SOD nach 480 min bei 37 "C: 10%; GPX: 92% 
AktivitÃ¤t) GPX kann als thermostabil eingestuft werden. 
Anhand der MICHAELIS-MENTEN-Konstanten kann gesehen werden, daÂ 
Wasserstoffperoxid eine sehr viel hÃ¶her AffinitÃ¤ zum Enzym als GSH (fast 
5fach hÃ¶here KM-Wert) aufweist. Der KM(GSH)-Wert belegt, daÂ die GSH- 
Konzentration hoch gehalten wird, denn GSH hat noch weitere Aufgaben 
(Oxidationsschutz, Proteinstabilisierung). Die SÃ¤ttigungskurv des Substrats 
folgte der klassischen MICHAELIS-MENTEN-Kinetik, Konzentrationen oberhalb 
von 400 FM HzOz hemmten die GPX. Der hemmende EinfluÃ des Wasserstoff- 
peroxids unterstreicht die wichtige Funktion der CAT in der Wasserstoff- 
peroxidentgiftung. GPX-Untersuchungen an hÃ¶here Pflanzen und Algen sind 
kaum verfÃ¼gbar 
4.1.5 Glutathion Reduktase 
GR ist ein weit verbreitetes Enzym, das die NADPH-abhÃ¤ngig Reduktion 
von Glutathiondisulfid zu Glutathion katalysiert. GSH wirkt als intrazellulÃ¤re 
Reduktionsmittel, wird in fast allen lebenden Zellen gefunden und ist an 
zahlreichen biochemischen Reaktionen beteiligt. GR wurde aus hÃ¶here 
Pflanzen gereinigt und ist im Cytosol und 1 oder in den Chloroplasten lokalisiert. 
Anreicherungen von GR aus Algen erfolgten aus Euglenagracilis 
(SHIGEOKA ef al., 1987) und Chlamydomonas reinhardfii (SERRANO und 
LLOBELL, 1993; TAKEDA et al., 1993A). Tabelle 4.4 zeigt die Eigenschaften 
der GR-lsoenzyme. 
Diskussion 
Tab. 4.4: Eigenschaften der aus Chlamydomonas reinhardtii und Euglena gracilis 






GR wurde photometrisch (0.714 Â 0.025 Ulmg Protein) und gelelektro- 
phoretisch (ein Enzym, apparentes Molekulargewicht: 70 kDa) nachgewiesen. 
CREISSEN (1994) beschreibt die Eigenschaften gereinigter GR hÃ¶here 
Pflanzen. Die apparenten Molekulargewichte liegen zwischen 60 und 190 kDa. 
Algen-GR zeigt apparente Molekulargewichte von 54 bis 127 kDa. Die GR aus 
E. kufferathii (70 kDa) hat ein Ã¤hnliche apparentes Molekulargewicht wie die in 
Euglena gracilis (79 kDa). 
Das pH-Optimum lag fÃ¼ die Reduktion von GSH in HEPES und Glycylgiycin 
bei pH 8.0. In CAPS hatten die Enzyme niedrigere AktivitÃ¤te (pH 9.5 bis 11.0, 
Abb. 3.7). Gereinigte GR hÃ¶here Pflanzen zeigen pH-Optima von 7.25 bis 9.0 
(CREISSEN et al., 1994). Die GR aus Euglena und Chlamydomonas haben 
Ã¤hnlich pH-Optima. pH-Werte sind stark von den Eigenschaften der Puffer, 
den MolaritÃ¤te und den Inkubationszeiten abhÃ¤ngig Das pH-Optimum der GR 
aus E. kufferathii befindet sich in einem fÃ¼ GR typischen Bereich. 
Ein breites Temperaturoptimum lag zwischen 35 und 45 'C (Abb. 3.8). Die 
Temperaturoptima der bislang gereinigten Algen-GR liegen um 50 'C. Unter 
BerÃ¼cksichtigun der Puffer (Eigenschaften und MolaritÃ¤t zeigten GR Ã¤hnlich 
Temperaturoptima. Auch bei tiefen Temperaturen war die GR-AktivitÃ¤ in 
E. kufferathii (0 'C: 29%, 5 'C :  20%) hoch. Vergleichswerte zu GR hÃ¶here 
Pflanzen oder Algen liegen nicht vor. Das GR-Temperaturoptimum war deutlich 
hÃ¶he als die durchschnittlichen antarktischen Wassertemperaturen. Die 
Aktivierungsenergie EA war mit 34.0 kJ * m o l  (Temperaturbereich: 4 bis 37 "C) 





















54 - 56 











enzymatische Reaktionen als niedrig bezeichnet werden (meistens zwischen 40 
und 80 kJ * mol", BETZ, 1974), so daÂ GPX selbst bei tiefen Temperaturen 
gegen Wasserstoffperoxid wirksam sein kann. 
Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten Vmax(GSSG) und Vmax(NADPH) 
lagen bei 0.30 und 0.60 mmol NADPHImin * mg Protein (Abb. 3.9). Die fÃ¼ Vmax 
notwendige Substratkonzentration ist mit der von GPX vergleichbar (GR 
benÃ¶tig allerdings doppelt soviel Co-Substrat). 
Die MICHAELIS-MENTEN-Konstanten KM(GSSG) und KM(NADPH) betrugen 
62.5 und 20 FM. Die KM(GSSG)-Werte verschiedener gereinigter GR hÃ¶here 
Pflanzen liegen zwischen 11 und 196 pM, die meisten davon zwischen 11 und 
40 pM (CREISSEN ef al., 1994). GR aus Euglena gracilis und Chlamydomonas 
reinhardfii verfÃ¼g Ã¼be vergleichbare KM(GSSG)-Werte (ca. 50 FM). Die 
KM(NADPH)-Werte des Enzyms aus hÃ¶here Pflanzen (bis 9 pM NADPH, 
CREISSEN ef al., 1994) und Algen (bis 28 pM NADPH, Tab. 4.4) sind niedriger 
als die KM(GSSG)-Werte. Die GR aus E. kufferathii zeigte Ã¤hnlich 
Eigenschaften wie die cytosolische GR aus Euglena gracilis (Tab. 4.4). Wenn 
ein Gleichgewicht zwischen GSH und GSSG besteht, zeigen der KM(GSSG)- 
und der KM(GSH)-Wert, daÂ das Gleichgewicht weit auf der Seite des GSH liegt 
(575 zu 62.5 FM). Das stimmt mit den bisher in hÃ¶here Pflanzen gefundenen 
GSSG-Konzentrationen Ã¼berein die in der Regel zwischen 1 und 10% vom 
Frischgewicht, in gestreÃŸte Pflanzen bis zu 50% betragen kÃ¶nne 
(MULLINEAUX, persÃ¶nlich Mitteilung). Der fÃ¼ E. kufferathii ermittelte GSSG- 
Gehalt am Frischgewicht lag bei 6.5 bis 7% (HEINEMANN, 1998). 
Die ThermostabilitÃ¤tsmessunge (25 und 37 Â¡C wiesen GR als thermo- 
labiles Enzym aus, weil nach 480 min bei beiden Temperaturen nur noch 10% 
AktivitÃ¤ gemessen werden konnte (Abb. 3.1 0). 
Messungen zum EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤ ergaben, daÂ 50 bis 100 mM 
TRIS-Puffer pH 8.0 geeignet waren, 250 und 500 mM Puffer hemmten dagegen 
die EnzymaktivitÃ¤ deutlich. Aus 1 M TRIS-Puffer pH 8.0 konnte keine GR- 
AktivitÃ¤ gemessen werden. Der EinfluÃ der Pufferkonzentration belegte, daÂ 
enzymatische Daten quantitativ nur verglichen werden kÃ¶nnen wenn die 
Versuchsbedingungen der untersuchten Organismen gleich gewÃ¤hl werden. 
4.1 -6 Superoxid Dismutase 
CulZn-SOD ist in hÃ¶here Pflanzen und Tieren weit verbreitet, in Algen 
meistens nicht nachzuweisen (LUMSDEN und HALL, 1975; ASADA et al., 
1977; HENRY und HALL, 1977). Ausnahmen bilden GrÃ¼nalge (HENRY und 
HALL, 1977) und Dinoflagellaten (MATTA ef al., 1992; ASANO et al., 1996; 
BUTOW et al., 1997B). 
Andererseits ist das Vorkommen von Fe- und Mn-SOD ist fÃ¼ einige Algen 
beschrieben: Scenedesmus obliquus enthÃ¤l vier Fe-SOD und fÃ¼n Mn-SOD 
(REDMOND et al., 1985). Eine Fe-SOD und drei Mn-SOD kommen in 
Chlamydomonas reinhardtii vor (SAKURAI et al., 1993). 
Die erste Algen-SOD (40 kDa, Mn als prosthetische Gruppe) wurde aus 
Porphyridium cruentum gereinigt (MISRA und FRIDOVICH, 1977). Fe- und 
Mn-SOD (jeweils 45 kDa) wurden aus Euglena gracilis isoliert (KANEMATSU 
und ASADA, 1979). Die erste aus GrÃ¼nalge gereinigte SOD war eine 40 kDa 
Fe-SOD (SAKURAI et al., 1993). In Symbiodinium microadriaticum wurde eine 
49.5 kDa Mn-SOD nachgewiesen (MATTA et al., 1992). 
Photometrische Messungen aus E. kufferathii ergaben 32.4 k 2.00 Ulmg 
Protein SOD-AktivitÃ¤t 
Der Oxidationsschutz vor Superoxidanionen ist in E. kufferafhii besonders 
ausgeprÃ¤gt Bis zu I 3  lsoenzyme konnten gelelektrophoretisch nachgewiesen 
werden. Viele Banden hatten jedoch eine geringe IntensitÃ¤t Die SOD sind 
vermutlich Ã¼be verschiedene Kompartimente verteilt. Die lsoenzyme mit 
hÃ¶here AktivitÃ¤ zeigten apparente Molekulargewichte von 46 (hÃ¶chst 
AktivitÃ¤t) 41 und 15 kDa. 
Die 46-kDa- und 41-kDa-lsoenzyme hatten Mn als prosthetische Gruppe. Die 
lsoenzyme hatten vergleichbare Molekulargewichte mit den aus Algen 
bekannten Mn-SOD (Euglena gracilis: 45 kDa, Porphyridium cruentum 40 kDa, 
Symbiodinium microadriaticum: 49.5 kDa). Das 15-kDa-lsoenzym wurde als Fe- 
SOD identifiziert. Das apparente Molekulargewicht der Fe-SOD war niedriger 
als die bisher in Algen gefundenen Fe-SOD (Euglena gracilis: 45 kDa, 
Chlamydomonas reinhardtii: 40 kDa), CulZn-SOD war in E. kufferafhii nicht 
nachweisbar. 
Das SOD-Temperaturoptimum lag bei 37 'C. Verglichen mit den anderen 
Oxidationsschutzenzymen (abgesehen vom zweiten Temperaturoptimum der 
CAT), zeigte SOD bei tiefen Temperaturen besonders hohe AktivitÃ¤te 
(-4 'C: 41 %, 0 'C: 55%, 4 'C: 40%). Die niedrige Aktivierungsenergie 
(16.4 kJ * mal-', Temperaturbereich von -4 bis 37 'C) ermÃ¶glicht selbst 
Reaktionen bei tiefen Temperaturen und lÃ¤Ã vermuten, daÃ die SOD in 
E. kufferathii Superoxidanionen effektiv zu Wasserstoffperoxid abbauten. 
WasserstoffperoxidmolekÃ¼l haben gegenÃ¼be Superoxidanionen den Vorteil, 
daÃ sie Membranen passieren und dadurch in andere Kompartimente oder aus 
der Zelle diffundieren kÃ¶nnen wo sie von CAT und I oder Peroxidasen entgiftet 
werden. Die niedrige Aktivierungsenergie ist vermutlich eine Anpassung an tiefe 
Temperaturen, bei denen hohe Superoxidanionenkonzentrationen auftreten. 
Die SOD-ThermostabilitÃ¤te wurden bei 25 und 37 ' C  gemessen (Abb. 3.12). 
SOD zeigte bei beiden Temperaturen kontinuierliche AktivitÃ¤tsabnahmen SOD 
ist thermolabil, weil bei beiden Temperaturen nach 480 min nur noch 10% 
AktivitÃ¤ nachweisbar war. 
Auch hier konnte ein EinfluÃ der PuffermolaritÃ¤ auf die EnzymaktivitÃ¤ nach- 
gewiesen werden: 0.5 M TRIS-BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2 war geeignet, 250 
und I 0 0  mM hemmten die SOD-AktivitÃ¤ deutlich und in 50 mM TRIS- 
BernsteinsÃ¤ure-Puffe pH 8.2 konnte SOD nicht gemessen werden. Der EinfluÃ 
der PuffermolaritÃ¤ zeigte auch hier, da8 enzymatische Daten nur sinnvoll 
verglichen werden kÃ¶nnen wenn die Versuchsbedingungen der untersuchten 
Organismen gleich gewÃ¤hl werden. Den vielen verschiedenen in der Literatur 
beschriebenen Tests zur SOD-Bestimmung liegen unterschiedliche Prinzipien 
zugrunde. Daher sind AktivitÃ¤tsvergleich mit den SOD anderer Organismen 
problematisch. 
pH-Wert-Kurven wurden fÃ¼ SOD nicht aufgenommen, weil der photo- 
metrische Test nur oberhalb von pH 7.5 angewendet werden konnte. pH-Wert- 
Messungen ergaben die hÃ¶chste SOD-AktivitÃ¤te bei pH 8.2. Verschiedene 
gereinigte SOD-PrÃ¤parat zeigen ebenfalls pH-Optima in schwach alkalischer 
LÃ¶sun (SCHOMBURG et al., 1994). 

Diskussion 
Catalase in Algen 
CAT wurde in verschiedenen Algenabteilungen nachgewiesen, Zusammen- 
stellung in Tabelle 4.5. Bislang konnte lediglich in den Chrypto- und Eugleno- 
phyta keine CAT-AktivitÃ¤ nachwiesen werden, Chlorarachniophyta wurden 
noch nicht untersucht. 
Tab. 4.5: CAT-Untersuchungen an Algen, Abteilung und Klasse nach VAN DEN HOEK 
und Mitarbeitern (1995), n = Klassennurnrner; 
















SCHRIEK und KIRST, 1998 
keine CAT nachgewiesen: 
PAUL et al., 1975 
GROSS et al., I985 












BETSCHE et al., 1992 
MIURA ef al., 1978 
STABENAU, 1992A 
NAKANO et al., 1995 
LU1 et al., 1968 
SUZUKI et al., 1991 
GROSS, 1993 
GROSS et al., 1985 









Chryptophyta 1 1 ~ ~ h r y ~ t o ~ h ~ c e a e  1 keine CAT nachgewiesen 













in GROSS, 1993 
SUZUKI et al., 1991 
1 Dinophyta 1 1 Dinophyceae 1 MATTA und TRENCH, 1991 1 
BUTOW et al., 1994 
MATTA, 1995 
BUTOW et al.. 1997A 
Chlorarachniophyta 1 1 ~h l o ra rachn io~h~ceae  1 
Chlorophyta 1 1 Prasinophyceae 1 keine CAT nachgewiesen 
Euglenophyta 
1 STABENAU, 1992C 
1 in GROSS, 1993 
1 
STABENAU und SAFTEL, 1981 
STABENAU et al., I984 
TAKEDA et al,, 1992 
GROSS, 1993 
2 
1 HOSETTI ef al., 1993 
1 SHAISH et al., 1993 
Euglenophyceae 
STABENAU et al., 1993 
TAKEDA et al., 1993B 
BAKARDJIEVA et al., 1994 
MALANGA und PUNTARULO, 1995 
keine CAT nachgewiesen 
YOKOTA, 1992 
in GROSS, 1993 
Chlorophyceae STABENAU und BEEVERS, 1974 
STABENAU, 1974 
HORNUNG et al., 1977 
3 
1 6 1 Dasycladophyceae 
1 7 ~ r e n t e ~ o h l i o ~ h ~ c e a e  
4 
5 
1 8 1 Pleurastrophyceae 1 STABENAU, 1984 
Ulvoohvceae 
1 9 1 Klebsorrnidiophyceae 
1 10 1 Zygnernatophyceae 1 STABENAU, 1976 
KAT0 et al. , 1 997 




STABENAU und SAFTEL, 1981 
STABENAU et al., 1984 
STABENAU. I984 
COLLEN und PEDERSEN, 1996 
11 Charophyceae STABENAU et al., 1984 
STABENAU, l992E 
STABENAU, 1992C 
Catalase in Heterokontophyta 
Die Abteilung der Heterokontophyta ist in zehn Klassen unterteilt (VAN DEN 
HOEK et al., 1995). In allen auf Catalase untersuchten Klassen (Chryso- 
phyceae, Xanthophyceae, Eustigmatophyceae, Bacillariophyceae und Phaeo- 
phyceae) wurde CAT nachgewiesen. Parmophyceae, Sarcinochrysidophyceae, 
Raphidophyceae, Dictyochophyceae und Oomycetes wurden bislang nicht auf 
Catalase untersucht, 
Catalase in Bacillariophyceae 
PAUL und Mitarbeiter (1975) berichteten erstmals von Untersuchungen an 
den Bacillariophyceae Cylindrotheca fusiformis und Nitzschia alba, in denen 
keine CAT nachweisbar war. Das wurde mit Achnanthes minutissima und 
Coscinodiscus bestÃ¤tig (APX wurde nachgewiesen) (SUZUKI et al., 1991). 
Weitere Untersuchungen von STABENAU (1992B; 1992C) ergaben, daÂ in 
Bacillariophyceae offenbar keine CAT nachweisbar war. Nitzschia laevis und 
Thalassiosirafluvialis enthielten ebenfalls keine CAT (WINKLER und 
STABENAU, 1995). 
Tab. 4.6: Bacillariophyceae, die auf CAT untersucht wurden, Chl = Chloroplasten, 
















CAT-AktivitÃ¤ in Bacillariophyceae wurde vermutlich erstmals von HAZZARD 
(1992) aus Chaetoceros gracilis gemessen. Die in der vorliegenden Arbeit 
untersuchte E. kufferathii ist damit die zweite Bacillariophyceae, in der CAT- 
AktivitÃ¤ gemessen und die erste aus der CAT gelelektrophoretisch nach- 
gewiesen wurde. CAT-AktivitÃ¤ aus Chaetoceros gracilis wurde in StreÃŸ 
versuchen gemessen (HAZZARD et al., 1997). Mit der in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Chaetoceros sp., eine weitere Bacillariophyceae, konnte 
CAT ebenfalls gelelektrophoretisch nachgewiesen werden. 
In Tabelle 4.6 sind die Ergebnisse der Tests auf CAT bei Bacillariophyceae 
zusammengestellt. 
Peroxisomen 
Peroxisomen sind Organelle mit strukturellen Merkmalen von Microbodies. 
Microbodies enthalten Enzyme, eine einfache Membran und eine fein 
granulierte Matrix von geringer oder hoher Dichte, die manchmal amorphe oder 
parakristalline EinschlÃ¼ss enthÃ¤lt Der Name Microbody deutet keine 
bestimmte Funktion an. Elektronenmikroskopische Untersuchungen an 
Pflanzen belegten das weitverbreitete Vorkommen von Microbodies in hÃ¶here 
Pflanzen, Farnen, Moosen und auch Algen. Microbodies hÃ¶here Pflanzen 
(variabler Enzymgehalt) wurden hÃ¤ufi isoliert, biochemisch charakterisiert und 
werden als unspezifische Peroxisomen, Glyoxysomen und Blattperoxisomen 
unterschieden. WurzelknÃ¶llchenperoxisome (nur bei Leguminosen) werden als 
vierter Typ angesehen. 
DE DUVE (1969) prÃ¤gt den Begriff Peroxisom, weil er annahm, daÂ alle 
Microbodies mindestens eine Wasserstoffperoxid produzierende Oxidase und 
eine abbauende CAT besitzen. 
Peroxisomen in Algen 
Auch Algen enthalten Peroxisomen. Die Algen-Microbodies wurden seltener 
isoliert und biochemisch charakterisiert als die hÃ¶here Pflanzen. Abgesehen 
von der mitochondrialen CAT3 aus Mais (SCANDALIOS et al., 1980) und der in 
Chlamydomonas reinhardtii (KAT0 et al., 1997) entdeckten CAT sind 
Pflanzencatalasen in Microbodies lokalisiert. SCANDALIOS (1994) vermutete, 
daÂ CAT auch cytosolisch vorkommt. Einige Algen haben keine CAT und damit 
vermutlich auch keine Peroxisomen. 
Peroxisomen in Bacillariophyceae 
Das Vorkommen von Peroxisomen in Bacillariophyceae war lange unsicher, 
weil weder charakteristische peroxisomale Strukturen noch CAT gefunden 
wurde (PAUL et al., 1975). Peroxisomen aus Bacillariophyceae wurden 1992 
erstmals elektronenmikroskopisch nachgewiesen (STABENAU, 1992B). 
Der Begriff Peroxisom wurde erweitert, weil auch Algen gefunden wurden, 
die Microbodies enthielten, CAT dennoch nicht nachweisbar war (WINKLER 
und STABENAU, 1995). 
4.3 Wasserstoffperoxidentgiftung in E. kufferathii 
Sauerstoff ist fÃ¼ aerobe Organismen lebensnotwendig, andererseits sind 
reaktive Sauerstoffverbindungen lebensbedrohlich. Aerobier verfÃ¼ge daher 
Ã¼be enzymatische (CAT, PX, APX, GPX, GR und /oder SOD) und nicht- 
enzymatische Verteidigungsmechanismen gegen oxidativen StreÃŸ 
ZEPP und Mitarbeiter (1986) zeigten, daÂ GrÃ¼nalge und Cyanobakterien 
Wasserstoffperoxid bildeten und auch extern zugegebenes Wasserstoffperoxid 
abbauen konnten. Verschiedene marine Organismen produzieren auch 
extrazellulÃ¤ Wasserstoffperoxid (STEVENS et al., 1973). SCHRECK und 
Mitarbeiter (1996) nahmen an, daÂ die Wasserstoffperoxidbildung die erste 
Reaktion auf StreÃ sein kann. Wasserstoffperoxid wird schnell gebildet, kann 
durch biologische Membranen diffundieren (APOSTOL et al., 1989) und weist 
bakterizide Effekte auf (APOSTOL et al., 1989; JUVEN und PIERSON, 1997). 
Bakterien kÃ¶nne das Wachstum von Mikroalgen stimulieren oder auch 
hemmen (FUKAMI et al., 1997). Die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen 
wird in Pflanzen / Bakterien-Wechselwirkungen als symbiotisch (BUFFARD et 
al., 1996), pathogen (MEHDY, 1994; BAKER und ORLANDI, 1995), 
saprophytisch oder kommensalistisch eingeordnet (in BAKER et al., 1998). 
Untersuchungen zeigen, daÂ Bakterien entscheidend an der Wasserstoff- 
peroxidentgiftung beteiligt sind, was bei Pflanzen / Bakterien-Wechselwirkungen 
oft Ãœbersehe wird. Bakterielle CAT spielt eine entscheidende Rolle bei der 
Entgiftung hoher [-^(^-Konzentrationen (BAKER et al., 1998). 
Die antarktische Eisdiatomee E. kufferathii ist ein Beispiel fÃ¼ eine Pflanzen / 
Bakterien-Wechselwirkung, denn in Kultur wurden auch epiphytische Bakterien 
gefunden. Der Nachweis epiphytischer Bakterien erfolgte licht- und fluoreszens- 
mikroskopisch nach AnfÃ¤rbun mit Acridin Orange. CAT wurde in E. kufferathii 
und Epibakterien nachgewiesen (vgl. Kap. 4.2). 
Diskussion 
4.3.1 E. kufferathji und Epibakterien 
E. kufferafhii ist ein Organismus der Boden- und Untereisgesellschaften des 
antarktischen Meereises (HORNER et al., 1992). Zelldichten bis zu 3 * l o 5  
Zellen * m ~ " '  wurden in den vertikal ausgerichteten LaugenkanÃ¤le des 
SÃ¤uleneise gemessen (McCONVILLE und WETHERBEE, 1983). Im freien 
Wasser ist E. kufferafhii nur sehr selten anzutreffen (GARRISON ef al., 1993). 
E. kufferafhii ist im Jahresgang in der Regel geringen Temperatur- und 
SalinitÃ¤tsschwankunge ausgesetzt. Das Lichtangebot dagegen verÃ¤nder sich 
im Jahresgang erheblich (PALMISANO ef al., 1985). 
Nach McGRATH GROSSI und Mitarbeitern (1984) besteht eine enge 
Beziehung zwischen epiphytischen Bakterien und E. kufferafhii im Meereis, was 
auch innerhalb der SIMCO gilt (GARRISON ef al., 1986). 
SULLIVAN und PALMISANO (1984) wiesen eine reichliche und verschieden- 
artige Bakteriengemeinschaft in den SalzkanÃ¤le einjÃ¤hrige Eises und an der 
Eis-Wasser-Grenze der Eisunterseite am McMurdo Sound nach. 93% der 
bakteriellen Biomasse wurde in den unteren 20 cm des Eises gefunden. 30% 
davon lebten angeheftet an Algen oder Detritus. Obwohl die Zellzahlen der 
Gattung Enfomoneis nur 13% ausmachten, waren 54% der Epibakterien an der 
Eis-Wasser-Grenze an Entomoneis angeheftet (Eiskerne: 19%). Dennoch 
waren die Enfomoneis-Zeilen waren gesund, das Cytoplasma mit Acridin 
Orange gefÃ¤rbte Zellen fluoreszierte, subzellulÃ¤r Organellen und Membranen 
waren intakt. SULLIVAN und PALMISANO (1984) diskutierten, ob Enfomoneis- 
Zellen Photosyntheseprodukte an die Epibakterien abgeben oder sie 
antibakterielle wachstumshemmende Stoffe produzieren. Es ist anzunehmen, 
daÂ Enfomoneis-Zeiien keine antibakteriellen Stoffe produzieren, weil die 
epiphytischen Bakterien Enfomoneis kufferafhii MANGUIN bevorzugten 
(McGRATH GROSSI ef al., 1984). Wachstumsraten zeigten, daÂ die Eis- 
diatomeen das bakterielle Wachstum stimulierten (Wachstumsrate auf 
Entomoneis 50% hÃ¶he als die durchschnittliche Wachstumrate epiphytisch 
wachsender Bakterien). 
Die Zahl epiphytischer Bakterien pro Enfomoneis-Zeiie verdoppelte sich 
wÃ¤hren des exponentiellen Algenwachstums, was eine kommensalistische 
Beziehung, vielleicht sogar eine symbiotische Beziehung nahe legt. McGRATH 
GROSSI und Mitarbeiter (1984) nahmen an, daÂ Entomoneis die Epibakterien 
mit organischen Verbindungen (extrazellulÃ¤r polymere Substanzen und / oder 
Photosyntheseprodukte), die Epibakterien Entomoneis mit anorganischen NÃ¤hr 
stoffen und / oder Vitaminen versorgen. McGRATH GROSSI und Mitarbeiter 
(1984) stellten fest, daÂ die durchschnittliche Zahl epiphytischer Bakterien pro 
Algenzelle vom FrÃ¼hlingsbegin des SÃ¼dwinter im Oktober bis zum Ende des 
SÃ¼dsommer von I 0  k I auf 134 k 31 stieg. lm April (Herbst des SÃ¼dwinters 
lag die Zahl epiphytischer Bakterien bei 167 k 30. Neben dem bislang 
vermuteten Austausch zwischen E. kufferathii und Epibakterien kÃ¶nnte die 
epiphytischen Bakterien einen entscheidenden Beitrag in der Wasserstoff- 
peroxidentgiftung leisten. 
4.3.2 TemperatureinfluÃ auf die Wasserstoffperoxidentgifiung 
TemperaturÃ¤nderunge fÃ¼hre in der Regel zu erhÃ¶hte Superoxidanionen- 
konzentrationen, die bei TieftemperaturstreÃ besonders in den Mitochondrien 
gebildet werden. HÃ¶her Pflanzen und Algen entgiften Superoxidanionen durch 
SOD zu membrangÃ¤ngige Wasserstoffperoxid, das meistens durch APX 
abgebaut wird. TemperaturstreÃ ist daher mit erhÃ¶hte SOD- und APX- 
AktivitÃ¤te verbunden. APX wurde in E. kufferafhii nicht nachgewiesen. Weitere 
Wasserstoffperoxid abbauende Enzyme sind CAT, PX und GPX, wovon CAT 
und GPX in den E. kufferathii-Zellen vorkommen. Die CAT-AktivitÃ¤te waren bei 
den mit -4 und 4 OC kultivierten Zellen bei allen BestrahlungsstÃ¤rke hÃ¶he als 
bei 0 OC (Abb. 3.21). Die GPX-AktivitÃ¤te nahmen bei konstanter Bestrahlungs- 
stÃ¤rk mit steigender Temperatur ab (Abb. 3.22). Neben der intrazellulÃ¤re 
Wasserstoffperoxidentgiftung durch E, kufferafhii spielen die extrazellulÃ¤re 
CAT-haltigen Bakterien sicher auch eine Rolle bei der Entgiftung. Die hÃ¶chst 
bakterielle CAT-AktivitÃ¤ wurde bei allen Temperaturen nach 2 Tagen fest- 
gestellt (Abb. 3.21). 
Der aus den Ergebnissen abgeleitete TemperatureinfluÃ auf das Leben der 
SIMCO im Salzlaugenkanal ist in Abbildung 4.1 zusammengefaÃŸt Epiphytische 
Bakterien auf E. kufferathii-Zellen, frei lebende Bakterien, gelÃ¶ste organisches 
Material und Wasserstoffperoxid befinden sich in der Salzlauge (links). 
Abb. 4.1: TemperatureinfluÃ auf das Leben der SIMCO im Eiskanal, 
links: hehere, rechts: niedrigere Temperatur; 
8 = Meereis, = E. kufierathii, H202 = ~asserstoff~eroxid, = gebstes 
organisches Material, * = epiphytische Bakterien, frei lebende Bakterien; 
Andererseits nimmt bei tiefen Temperaturen auch die intrazellulÃ¤r 
Wasserstoffperoxidbildung in den Kompartimenten zu. E. kufferathii reagiert 
darauf mit AktivitÃ¤tserhÃ¶hu der kompartimentierten Oxidationsschutzenzyme 
(CAT und GPX), die CAT-AktivitÃ¤ der epiphytischen Bakterien ist ebenfalls 
erhÃ¶ht Die Eisdiatomee schafft sich so einen wasserstoffperoxidfreien 
Mikrokosmos. Die bakterielle CAT entgiftet das intrazellulÃ¤ gebildete Wasser- 
stoffperoxid, das vermutlich entlang des Konzentrationsgradienten von innen 
und auÃŸe diffundiert. 
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4.3.3 LichteinfluÃ auf die Wasserstoffperoxidentgi~ung 
PX und APX wurden in E. kufferathjj nicht nachgewiesen, wÃ¤hren wie oben 
gezeigt CAT und GPX vorhanden sind. HÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤te wurden bei 
den 90-pmol- und 150-pmol-AnsÃ¤tze gemessen (Abb. 3.21). Die GPX- 
AktivitÃ¤te (-4 'C) nahmen mit dem Lichtangebot zu (30- bis 150-pmol-Ansatz) 
(Abb. 3.24). Die CAT-Bak zeigte nach 2 Tagen hÃ¶chst AktivitÃ¤ten Die 
AktivitÃ¤te nahmen mit der Zeit ab und nach 8 Tagen konnte CAT-Bak lediglich 
in den 150-pmol-AnsÃ¤tze gemessen werden (-4 'C und 4 OC). 
Der mÃ¶glich EinfluÃ des Lichts auf die SIMCO im Salzlaugenkanal ist in 
Abbildung 4.2 links wiedergegeben: Epiphytische Bakterien auf E. kufferathjj- 
Zellen, frei lebende Bakterien, gelÃ¶ste organisches Material und Wasserstoff- 
peroxid befinden sich in der Salzlauge, 
In Abbildung 4.2 rechts ist das Leben der SIMCO im Salzlaugenkanal bei er- 
hÃ¶hte BestrahlungsstÃ¤rke (90 und 150 pmol Photonen * m-* * s-') dargestellt, 
bei denen die intra- und auch extrazellulÃ¤r Wasserstoffperoxidkonzentration 
erhÃ¶h ist. 
Abb. 4.2: LichteinfluÃ auf as Leben der SIMCO im Eiskanal, 6 @ = Meereis, = E. kuferathii, = erh6hte BestrahlungsstArke, 
H202 = Wasserstoffperoxid, = gel6stes organisches Material, 
* = epiphytische Bakterien, frei lebende Bakterien; 
Die ErhÃ¶hun der extrazellulÃ¤re Wasserstoffperoxidkonzentration ist dabei 
auf photochemisch gebildete Superoxidanionen zurÃ¼ckzufÃ¼hre die im Wasser 
zu Wasserstoffperoxid dismutieren (COOPER und ZIKA, 1983; PETASNE und 
ZIKA, 1987) und auch Konzentrationen im PM-Bereich annehmen kÃ¶nne (in 
TidewasserpfÃ¼tze des Wattenmeers: 4 bis I 0  PM Wasserstoffperoxid; ABELE, 
persÃ¶nlich Mitteilung), Neben dem bereits beschriebenen TemperatureinfluÃ 
(Kap. 4.3.2) bewirken auch die erhÃ¶hte Wasserstoffperoxidkonzentrationen in 
den E. kufferathii-Zellen eine AktivitÃ¤tssteigerun der kompartimentierten 
Oxidationsschutzenzyme (CAT und GPX). Die Bildung epiphytischer Bakterien 
kÃ¶nnt ebenfalls zunehmen. Der epiphytische Bakterienfilm wirkt wie ein 
wasserstoffperoxidfreier Mikrokosmos und ermÃ¶glich die Entgiftung des 
Wasserstoffperoxids entlang des Konzentrationsgradienten. 
Zusammenfassung: E. kufferathii reagiert auf unterschiedlichen StreÃ durch 
AktivitÃ¤tserhÃ¶hu der kompartimentierten Oxidationsschutzenzyme (CAT und 
GPX). StreÃ steigert ebenfalls die CAT-AktivitÃ¤ der epiphytischen Bakterien. 
Die Eisdiatomee profitiert von den Bakterien, die einen wasserstoffperoxidfreien 
Mikrokosmos erzeugen und die diffusionskontrollierte Wasserstoffperoxid- 
entgiftung begÃ¼nstigen Die Algen / Bakterien-Gesellschaft ist vermutlich 
kommensalistisch. 
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4.4 Physiologische Untersuchungen 
4.4.1 TemperatureinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E. ku ffera thii 
TemperatureinflÃ¼ss (tiefe Temperaturen, KÃ¤lteakklimatisation Frost) sind 
besonders auf die Oxidationsschutzenzyme in Kulturpflanzen beschrieben (vgl. 
Kap. I .2). Die Ergebnisse sind von Pflanze zu Pflanze unterschiedlich und stark 
von den Untersuchungsbedingungen abhÃ¤ngig 
Cafalase, Peroxidase, Glufathion Peroxidase und Ascorbaf Peroxidase 
TemperaturÃ¤nderunge sind meistens mit erhÃ¶hte Superoxidanionen- 
konzentrationen verbunden, die in hÃ¶here Pflanzen und auch Algen durch 
SOD zu Wasserstoffperoxid reagieren und oftmals durch APX abgebaut werden 
(MISHRA ef al., 1993; MISHRA ef al., 1995; RA0 ef al., 1996). E. kufferafhii 
enthielt keine APX-AktivitÃ¤t CAT-AktivitÃ¤ dagegen wurde an den 0 'C 
akklimatisierten Enfomoneis-Zellen nachgewiesen, die mit erhÃ¶hte AktivitÃ¤te 
auf erniedrigte (-4 'C) und erhÃ¶ht (4 'C) Temperaturen reagierten (Abb. 3.21). 
CAT-AktivitÃ¤te sind in der Regel bei tiefen Temperaturen erniedrigt 
(SARUYAMA und TANIDA, 1995; FADZILLAH et al., q996; O'KANE ef al., 
1996). Die CAT-ErhÃ¶hun bei tiefer Temperatur in E. kufferafhii war eine 
KÃ¤ltestreÃŸantwor die nahezu unabhÃ¤ngi von der gewÃ¤hlte Bestrahlungs- 
stÃ¤rk war. Die hÃ¶chste AktivitÃ¤te im 4 'C-Ansatz hatten die 90 und I 5 0  pmol 
Photonen * m-' * s-' ausgesetzten Algen. ErhÃ¶ht Temperaturen sind meistens 
mit gesteigerten CAT-AktivitÃ¤te verbunden, die allerdings auch auf temperatur- 
bedingte AktivitÃ¤tserhÃ¶hung im Sinne der Q~o-Regel zurÃ¼ckgehe kÃ¶nne 
und von einer enzymatischen StreÃŸantwor schwierig zu unterscheiden sind. 
Zusammenfassend lÃ¤Ã sich feststellen: Die E. kufferafhii-CAT war an tiefe 
Temperaturen (0 'C) angepaÃŸt reagierte auf weitere Temperaturerniedrigung 
im Gegensatz zu vielen anderen Organismen durch AktivtÃ¤tserhÃ¶hu und war 
als temperaturresistent einzustufen. 
TemperatureinflÃ¼ss auf GPX sind bislang nicht beschrieben und wurden 
erstmals an E. kufferathii untersucht. Die hÃ¶chste GPX-AktivitÃ¤te wurden bei 
-4 'C, die niedrigsten bei 4 'C gemessen (Abb. 3.22). Die GPX-AktivitÃ¤te 
nahmen im Gegensatz zur CAT mit steigender Temperatur ab (keine 
temperaturbedingte AktivitÃ¤tsÃ¤nderu nach der Q,o-Regel). Die Reaktionen 
der E. kufferafhii-GPX bei tiefen Temperaturen sind temperaturabhÃ¤ngig 
StreÃŸantworten DarÃ¼be hinaus ist GPX der enzymatische Gegenspieler der 
GR und spielt vermutlich eine wichtigere Rolle im Ascorbat-Glutathion-Zyklus. 
Glutathion Reduktase 
GR reduziert in hÃ¶here Pflanzen und Algen GSSG zu GSH. Die GR- 
AktivitÃ¤te in E. kufferathii nahmen ebenso wie die GPX-AktivitÃ¤te fÃ¼ alle 
BestrahlungsstÃ¤rke mit steigender Temperatur ab. Die GR-AktivitÃ¤ts 
Ã¤nderunge sind also nicht temperaturbedingt im Sinne der Q,o-Regel. Das 
belegt auch die GR-Temperaturkurve, weil die Umsatzraten des Enzyms bei 
tiefen Temperaturen erniedrigt waren. Die gesteigerten AktivitÃ¤te kÃ¶nnte aber 
auf Neusynthese zurÃ¼ckzufÃ¼hr sein, womit auch die von WANZEK (1994) 
gemessenen erhÃ¶hte Proteingehalte bei tiefen Temperaturen erklÃ¤r werden 
kÃ¶nnten Die GR-AktivitÃ¤tsabnahme mit steigenden Temperaturen von bis zu 
1060h (im 6-pol-Ansatz) stÃ¼tze die Annahme einer de novo-GR-Synthese. 
Die Belastung durch oxidativen StreÃ ist bei tiefen Temperaturen hÃ¶her 
WANZEK (1994) bestimmte das Wachstumsoptimum und die minimalen 
Proteinkonzentrationen fÃ¼ E, kufferathii bei 4 'C, bei der auch der oxidative 
StreÃ am niedrigsten war. 
4.4.2 LichteinfluÃ auf die Oxidationsschutzenzyme in 
E. kufferathii 
Der EinfluÃ von Licht (Stark-, Schwach- und UV-) wurde intensiv an 
Oxidationsschutzenzymen in hÃ¶here Pflanzen erforscht. Die Ergebnisse sind 
je nach Versuchsbedingungen von Organismus zu Organismus unterschiedlich 
und lassen sich fÃ¼ die Wasserstoffperoxid abbauenden Enzyme folgender- 
maÃŸe zusammenfassen: 
Die CAT-AktivitÃ¤te hÃ¶here Pflanzen kÃ¶nne unter Starklicht erhÃ¶h 
(MISHRA et al., 1995) oder sogar zur Neusynthese fÃ¼hre (VOLK und 
FEIERABEND, 1989). Andererseits sind auch erniedrigte CAT-AktivitÃ¤te 
beschrieben (CHANG und KAO, 1998). Dieser Effekt wird durch tiefe 
Temperaturen noch verstÃ¤rk (VOLK und FEIERABEND, 1989; MISHRA et al., 
1993). Die APX-AktivitÃ¤ hÃ¶here Pflanzen ist in der Regel bei groÃŸe 
Lichtangebot erhÃ¶h (MISHRA et al., 1993; MISHRA et al., 1995; CHANG und 
KAO, 1998). Licht kann zu hÃ¶here PX-AktivitÃ¤te (CHANG und KAO, 1998), 
UV-Licht sogar zur PX-Neusynthese fÃ¼hre (RA0 et al., 1996). 
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Cafalase, Peroxidase, Glufafhion Peroxidase und Ascorbaf Peroxidase 
Sauerstoffradikale werden besonders in der Elektronentransportkette der 
Chloroplasten unter Stark- und UV-Licht gebildet. Wie bereits beschrieben 
(Kap. 4.4.1) wurden von den Wasserstoffperoxid abbauenden Enzymen CAT 
und GPX in E. kufferafhii gefunden. HÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤te wurden bei allen 
Temperaturen (-4, 0 und 4 'C) in den 90-pmol- und 150-pmol-AnsÃ¤tze 
gemessen. Die oftmals beschriebenen erniedrigten und photoinaktivierten CAT 
bei hohen BestrahlungsstÃ¤rke (besonders bei tiefen Temperaturen) konnten in 
E. kufferafhii nicht bestÃ¤tig werden. Die StreÃŸantwor der E, kufferathii-Zellen 
besteht bei groÃŸe Lichtangebot und konstanter Temperatur in erhÃ¶hte 
CAT-AktivitÃ¤ten 
Die GPX-AktivitÃ¤te in E. kufferafhii waren bei 0 und 4 'C mit Zunahme der 
BestrahlungsstÃ¤rk nahezu konstant (abgesehen vom 6-pmol-Ansatz bei 4 'C: 
25% niedrigere GPX-AktivitÃ¤ten Abb. 3.24). Die niedrigen AktivitÃ¤te unter- 
mauern, die Einstufung von E. kufferathii als Schwachlichtalge mit einer 
optimalen Wachstumstemperatur von 4 Â¡ (WANZEK, 1994), da der oxidative 
StreÃ unter diesen Bedingungen klein war. Andererseits fÃ¼hrte tiefe 
Temperaturen (-4 'C) verbunden mit Ã„nderunge der BestrahlungsstÃ¤rk 
(gegenÃ¼be den bei 30 pmol Photonen * m"' * s"' akklimatisierten E. kufferathii- 
Zellen) zu oxidativem StreÃŸ der bei niedriger und hÃ¶chste BestrahlungsstÃ¤rk 
besonders groÃ war. 
Glufathion Reduktase 
Die GR-AktivitÃ¤te nahmen bei -4 'C in den 30-pmol- bis 150-pmol- 
Enfomoneis-AnsÃ¤tze um 32% zu. Der 6-pmol-Ansatz zeigte 18% hÃ¶her GR- 
AktivitÃ¤te als der 30-pmol-Ansatz. E. kufferafhii verbrauchte bei -4 'C 
vermutlich hohe GSH-Konzentrationen. Die GSSG-Reduktion war entscheidend 
von der BestrahlungsstÃ¤rk abhÃ¤ngig E. kufferathii gab eine lichtabhÃ¤ngig 
Antwort auf oxidativen StreÃŸ Bei anderen Temperaturen (0 und 4 'C) war licht- 
abhÃ¤ngige EinfluÃ auf die AktivitÃ¤ der Enfomoneis-GR festzustellen. Lediglich 
der 6-pmol-Ansatz wies 40% niedrigere EnzymaktivitÃ¤ auf (Abb. 3.25). GR war 
an hÃ¶her BestrahlungsstÃ¤rke bei Temperaturen von 0 bis 4 Â¡ angepaÃŸt 
Das kÃ¶nnt damit erklÃ¤r werden, daÂ die als Schwachlichtalge geltende 
E. kufferafhii nur bei schmelzendem Eis hÃ¶here Lichtangebot ausgesetzt ist. 
Die GSSG-Reduktion wurde erst bei Temperaturen unter 0 'C und extremen 
Lichtbedingungen verstÃ¤rk durchgefÃ¼hrt Vermutlich wurde die GSH- und 1 oder 
die GR-Synthese aktiviert, weil ein fÃ¼ die Zelle erforderlicher GSH- 
Schwellenwert unterschritten war. 
4.5 Vergleich der Oxidationsschutzenzyme aus 
E. kufferathii und Chaetoceros sp. 
Haben antarktische Eisdiatomeen Oxidationsschutzenzyme? 
E. kufferathii und Chaetoceros sp. haben die Oxidationsschutzenzyme CAT, 
GPX, GR und SOD. In Chaetocerossp. wurden darÃ¼be hinaus geringe 
AktivitÃ¤te von PX gefunden. 
Unterscheiden sich die Oxidationsschutzenzyme aus Chaetoceros sp. 
und E. kufferathii? 
Die zwischen den Eisdiatomeen festgestellten Unterschiede sind in Tabelle 
4.7 zusammengefaÃŸt 
Tab. 4.7: Oxidationsschutzenzyme in E. kufferathii und Chaetoceros sp. kultiviert mit 
30 pmol Photonen * rn"' * s" bei 0 ' C ,  Zahl in Klammern =Anzahl der Isoenzyrne, 
Prozentzahl in Klammern = AktivitÃ¤ in Ulmg Protein, n = nein, 
4' = AktivitÃ¤ hÃ¶her & =AktivitÃ¤ niedriger; 
CAT 
PX 
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Chaetoceros sp. wies hÃ¶her GPX- und GR-AktivitÃ¤te als E. kufferathii auf. 
Vermutlich spielt GSH in Chaetoceros sp. als Reduktions- oder Antioxidations- 
mittel eine grÃ¶ÃŸe Rolle. Die Wasserstoffperoxidentgiftung in E. kufferafhii 
erfolgte Ã¼be intramolekulare CAT, die CAT epiphytischer Bakterien und GPX 
(vgl. Kap. 4.3). Chaefoceros so.-Zellen entgiften Wasserstoffperoxid Ã¼be CAT, 
GPX und evtl. Ã¼be PX. Chaefoceros sp. enthielt lediglich Mn-SOD, E. kufferafhii 
daneben auch eine Fe-SOD. 90% der Gesamt-SOD-AktivitÃ¤ in Chaetoceros sp. 
wiesen die 42-kDa- und 33-kDa-SOD auf, den gleichen Prozentsatz machte in 
E. kufferafhii das 46-kDa-Enzym aus (vgl. Kap. 3.1 und 3.2). 
Unterscheidet sich der Oxidafionsschutz in Eisdiatomeen von anderen 
Diatomeen, Heterokontophyta, Algen und hÃ¶here Pflanzen? 
Der herausragende Unterschied im Vergleich zu anderen Diatomeen ist, daÂ 
in E. kufferafhii und Chaetoceros sp. CAT nachgewiesen werden konnte. Das 
Vorkommen von CAT in Algen ist in Kapitel 4.2 beschrieben. Die CAT beider 
Eisdiatomeen haben niedrigere apparente Molekulargewichte (Chaefoceros sp.: 
135 kDa, E. kufferafhii: 160 kDa) als die meisten bislang beschriebenen CAT 
hÃ¶here Pflanzen (220 bis 270 kDa). 
APX wurde in vielen hÃ¶here Pflanzen und Algen nachgewiesen (ASADA, 
1992), In E. kufferafhii und Chaetoceros sp. jedoch fehlte APX ebenso wie in 
Cyanobakterien, die Wasserstoffperoxid ebenfalls mit CAT intrazellulÃ¤ entgiften 
(MIYAKE ef al., 1991 ). 
E. kufferafhii und Chaefoceros sp. enthielten GPX. GPX-AktivitÃ¤ wurde in 
verschiedenen Mikroalgen nachgewiesen (OVERBAUGH und FALL, 1982; 
PRICE und HARRISON, 1988; MATTA, 1995). Das allgemeine Vorkommen von 
GPX in hÃ¶here Pflanzen ist immer noch nicht gesichert (HALLIWELL und 
GUTTERIDGE, 1989), obwohl das Enzym in einigen hÃ¶here Pflanzen (Spinat, 
Mais, Wasserlinse, Platane und Sojabohne) gefunden wurde (DROTAR ef al., 
1985). 
GR sind weit verbreitete Enzyme, die in Algen und hÃ¶here Pflanzen 
gefunden wurden. Die aus E. kufferafhii und Chaetoceros sp. nachgewiesenen 
GR hatten vergleichbare apparente Molekulargewichte wie die GR aus 
Euglena gracilis (SHIGEOKA ef al., 1987). 
SOD ist wie GR weit verbreitet und hat in der Regel apparente Molekular- 
gewichte von 21.5 und 105 kDa. Die Fe-SOD aus E. kufferafhii hatte lediglich 
ein apparentes Molekulargewicht von 8 kDa. Mn-SOD scheint in allen bisher 
untersuchten Pflanzenmitochondrien vorzukommen und wurde auch in 
E, kufferafhii und Chaefoceros sp. gefunden. Die Zahl der Isoenzyme unter- 
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schiedlicher SOD variiert sehr von Pflanze zu Pflanze wie auch an E. kufferathii 
und Chaetoceros sp. festgestellt werden konnte. Eukaryotische Algen besitzen 
nur Fe- und I oder Mn-SOD (ASADA et al., 1977). Das trifft auch fÃ¼ die SOD 
aus E. kufferathii und Chaetoceros sp. zu, CuIZn-SOD ist dagegen in hÃ¶here 
Pflanzen weit verbreitet, in Algen jedoch meistens nicht nachzuweisen 
(LUMSDEN und HALL, 1975; ASADA et al., 1977; HENRY und HALL, 1977). 
Ausnahmen bilden verschiedene GrÃ¼nalge (HENRY und HALL, 1977) und 
Dinoflagellaten (MATTA et al., 1992; ASANO et al., 1996; BUTOW et al., 
1997B). Die GrÃ¼nalge Scenedesrnus obliquus (REDMOND et al., 1985) und 
Chlamydomonas reinhardtii enthalten wie E. kufferathii SOD mit verschiedenen 
prosthetischen Gruppen (SAKURAI et al., 1993). 
Ist der Oxidationsschutz der Eisdiaforneen an die Bedingungen des 
Lebensraums Antarktis angepaÃŸt 
Der Oxidationsschutz in Chaetoceros sp. und E. kufferathii ist an den Lebens- 
raum Antarktis angepaÃŸ (vgl. Kap. 1.1 und 2.1). Beide Eisdiatomeen enthielten 
GSH, das die S-H-Gruppen der Proteine stabilisiert (ANDERSON et al., 1990) 
und vor KÃ¤lteinaktivierun schÃ¼tz (LEVITT, 1972). KÃ¤lteinaktivierun wird durch 
irreversibele VerÃ¤nderunge an inter- oder intramolekularen S-H-Gruppen zu 
S-S-Gruppen durch Dehydratation beim Gefrieren hervorgerufen (LEVITT, 
1972). DarÃ¼be hinaus enthielten beide Eisdiatomeen Mn-SOD, die bei 
kÃ¤lteresisten eingestuften Algen nachgewiesen wurde (CLARE et al., 1984). 
Chaetoceros sp. besiedelt unterschiedliche LebensrÃ¤um und verfÃ¼g 
vermutlich Ã¼be eine hÃ¶her AnpassungsfÃ¤higkei als E. kufferathii. Die hÃ¶here 
GR- und GPX-AktivitÃ¤te in Chaetoceros sp. gegenÃ¼be E. kufferathii (1) 
belegen, daÂ Chaetoceros sp. mehr GSH umsetzt. GSH ist am Schutz vor 
KÃ¤lteinaktivierun beteiligt. Damit kÃ¶nnt erklÃ¤r werden, warum Chaetoceros sp. 
im Gegensatz zu E. kufferathii auch tiefe Temperaturen von bis zu -7 'C 
Ã¼berlebe kann (BARTSCH, 1989). GSH wird verbraucht, um vor 
KÃ¤lteinaktivierun zu schÃ¼tzen GSH wirkt als Antioxidationsmittel und 
stabilisiert durch S-S-Gruppen-Reduktion S-H-Gruppen der Proteine und 
ermÃ¶glich Chaetoceros sp. ein Ã¼berlebe bei tieferen Temperaturen in oberen 
Eisschichten. DarÃ¼be hinaus verfÃ¼g Chaetoceros sp. Ã¼be hÃ¶her CAT- 
AktivitÃ¤te als E. kufferathii (2). Die KÃ¤lteakklimatisatio von MaissÃ¤mlinge 
fÃ¼hrt zu ebenfalls zu hÃ¶here CAT-AktivitÃ¤te (ANDERSON et al., 1995). 
Chaetoceros sp. enthielt auÃŸerde PX (3), die bevorzugt bei tiefen Tem- 
peraturen synthetisiert werden. Neun PX wurden bei der KÃ¤lteakklimatisatio an 
MaissÃ¤mlinge induziert (ANDERSON et al., 1995). Der Oxidationsschutz 
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beider Eisdiatomeen wird vermutlich besonders durch die tiefen Temperaturen 
in der Antarktis bestimmt. Beim Vergleich kÃ¤lteresistente und -sensitiver 
Chlorella ellipsoidea enthielt der sensitive Stamm fast nur Fe-SOD, der 
resistente fast nur Mn-SOD. Die kÃ¤ltesensitive Algen erlitten unter Bestrahlung 
SOD-AktivitÃ¤tsverluste wÃ¤hren in den resistenten die SOD-AktivitÃ¤ konstant 
blieb (CLARE ef al., 1984). Chaetoceros sp. hatte zwei Mn-SOD, E. kufferathii 
dagegen eine Mn-SOD mit besonders hoher AktivitÃ¤ (4). In Chaefoceros sp. 
wurde keine Fe-SOD gefunden, Ã¤hnlic wie bei der kÃ¤lteresistente Chlorella. 
WÃ¤hren Chaetoceros sp. eine eigene Enzymausstattung gegen den 
oxidativen StreÃ bei tiefen Temperaturen hat, kann E. kufferathii auch auf den 
Oxidationsschutz epiphytischer Bakterien zurÃ¼ckgreife (5). 
Unterscheiden sich die AktivitÃ¤te der Oxidafionsschutzenzyme in 
Chaetoceros sp. und E. kufferafhii im Tagesgang? 
Die Oxidationsschutzenzyme (SOD, CAT, GR und GPX) aus Chaefoceros sp. 
(1 50-pmol-Ansatz) und E. kufferafhii (30-pmol- und 150-pmol-AnsÃ¤tze wurden 
nach fÃ¼nftÃ¤gig Akklimatisation bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 
Stunden im Tagesgang untersucht. 
CAT- und SOD-Untersuchungen wurden an verschiedenen Organismen Ã¼be 
Tage, Wochen und auch Jahre, selten jedoch im Tagesgang durchgefÃ¼hrt Die 
Oxidationsschutzenzyme der beiden Eisdiatomeen unterschieden sich im 
Tagesgang, denn E. kufferathii hatte im Licht hÃ¶her SOD- und CAT-AktivitÃ¤ten 
Chaefoceros sp. dagegen in der Dunkelphase. Die GPX- und GR-AktivitÃ¤te 
beider Eisdiatomeen waren in der Dunkelphase erhÃ¶ht 
Die E. kufferathii-AnsÃ¤tz hatten in den ersten sechs Stunden der Lichtphase 
hÃ¶chst SOD-AktivitÃ¤te (Abb. 3.16 unten), vermutlich weil die Superoxid- 
anionenkonzentration erhÃ¶h war. E. kufferathii entgiftete die erhÃ¶hte Wasser- 
stoffperoxidkonzentrationen durch CAT, die in den ersten Stunden der Licht- 
phase ebenfalls hÃ¶chst AktivitÃ¤te zeigte (Abb. 3.14). Die hÃ¶here 
CAT-AktivitÃ¤te des 150-pmol-Ansatzes im Vergleich zum 30-pmol-Ansatz 
kÃ¶nne auf erhÃ¶ht Wasserstoffperoxidbildung durch SOD zurÃ¼ckzufÃ¼hr sein. 
Der Chaetoceros-Ansatz hatte hÃ¶chst CAT-AktivitÃ¤te nach neun und zwÃ¶l 
Stunden Dunkelphase (Abb. 3.15), die SOD-lsoenzyme des Chaefoceros- 
Ansatzes zeigten ebenfalls in der Dunkelphase hÃ¶her AktivitÃ¤te 
(Abb.3.16oben). Stark- und UV-Licht sind in der Regel mit erhÃ¶hte 
Superoxidanionenkonzentrationen verbunden, die in hÃ¶here Pflanzen und 
Algen durch SOD zu Wasserstoffperoxid dismutieren. Sauerstoffradikale 
werden dabei besonders in der Elektronentransportkette der Chloroplasten 
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gebildet. Die in der Dunkelphase erhÃ¶ht CAT-AktivitÃ¤ kÃ¶nnt durch eine 
CAT-Hemmung im Licht oder PhotolabilitÃ¤ verursacht sein. Andererseits erfolgt 
zunÃ¤chs die Entgiftung der Superoxidanionen durch SOD und anschlieÃŸen 
baut CAT Wasserstoffperoxid ab. SOD-Hemmungen im Licht wurden bislang 
nicht beschrieben. 
Die GR- und GPX-AktivitÃ¤te waren fÃ¼ beide Eisdiatomeen im Dunkeln 
durchschnittlich hÃ¶he als im Licht (Abb. 3.17 bis 3.20). E. kufferathii zeigte 
darÃ¼be hinaus im 150-pmol-Ansatz hÃ¶her GR- und GPX-AktivitÃ¤te als im 
30-pmol-Ansatz. Die hÃ¶here AktivitÃ¤te im 150-pmol-Ansatz waren auf den 
EinfluÃ der BestrahlungsstÃ¤rk und vermutlich auf erhÃ¶hte GSH-Umsatz 
zurÃ¼ckzufÃ¼hre GSSG wurde erst gegen Ende der Lichtphase verstÃ¤rk 
reduziert und obwohl in den ersten Stunden der Dunkelphase vermutlich keine 
hÃ¶here GSH-Konzentrationen verbraucht wurden, blieb die AktivitÃ¤ der GR 
erhÃ¶ht Untersuchungen zum LichteinfluÃ auf E. kufferathii zeigten, daÂ tiefe 
Temperaturen bei niedrigen BestrahlungsstÃ¤rke (6 pmol) zu besonders hohen 
GPX-AktivitÃ¤te fÃ¼hrte (vgl. Kap. 4.4). Die AktivitÃ¤te der Eisdiatomeen waren 
die ersten 9 Stunden der Lichtphase nahezu konstant. Die zur S-S-Gruppen- 
Reduktion benÃ¶tigt GSH-Konzentration ist im Tagesgang vermutlich ebenfalls 
konstant. DarÃ¼be hinaus liegt die entscheidende Rolle des GSH vermutlich bei 
der KÃ¤lteakklimatisation Andererseits kÃ¶nnt die ersten 9 Stunden der Licht- 
phase vermehrt GSH verbraucht werden, weil im Licht grÃ¶ÃŸer Bedarf an GSH 
als Antioxidationsmittel gegen reaktive Sauerstoffverbindungen besteht als in 
der Dunkelphase. Die intrazellulÃ¤r GSH-Konzentration kÃ¶nnt dadurch so 
erniedrigt sein, daÂ daraus eine GR-Synthese und 1 oder AktivitÃ¤tserhÃ¶hu 
resultiert. GSH kÃ¶nnt aber auch synthetisiert oder aus Speichersubstanzen 
freigesetzt werden. Der enzymatische Gegenspieler der GR, die GPX, hatte 
ebenfalls gegen Ende der Licht- und in den ersten 6 Stunden der Dunkelphase 
erhÃ¶ht AktivitÃ¤ten Nach 6 Stunden Dunkelphase sanken die GR-AktivitÃ¤ten 
Vermutlich waren GSH-Verbrauch und Synthese im Gleichgewicht und 
zusÃ¤tzlich GSSG-Reduktion wurde zum Zellschutz nicht benÃ¶tigt Die 
niedrigeren GR- und GPX-AktivitÃ¤te im Chaetoceros sp.-Ansatz (gegenÃ¼be 
dem 150-pmol-E. kufferafhii-Ansatz) zeigten die Vorteile von Chaetoceros sp. 
bei der Akklimatisation an 0 'C. 
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Circadiane Oszillation in antarktischen Eisdiatomeen? 
Die meisten physiologischen und biochemischen VorgÃ¤ng folgen bio- 
logischen Oszillationen (ROENNEBERG et al., 1998) mit PeriodenlÃ¤nge im 
Bereich von Sekunden bis zu Jahren. Circadiane (PeriodenlÃ¤nge 20 bis 28 
Stunden) und ultradiane (kÃ¼rze als circadian) Oszillationen kommen oft vor und 
werden von Licht, Salz, tiefen Temperaturen und 1 oder NÃ¤hrstoffmange 
beeinfluÃŸt 
Alpine Pflanzen wiesen unter in vivo-Bedingungen (KÃ¤ltestre bei hohen 
BestrahlungsstÃ¤rken eine circadiane Rhythmik auf, die durch maximale 
GSH-Konzentrationen am Mittag (1 1 Uhr) und minimale in der Nacht (nur noch 
ein Drittel der maximalen AktivitÃ¤t gekennzeichnet war. Die ErhÃ¶hun der 
GSH-Konzentration konnte ab 21 Uhr beobachtet werden. Der GSH-Anstieg im 
Licht wurde auf verstÃ¤rkt Synthese, reduzierenden Abbau und 1 oder 
GSH-Import aus BlÃ¤tter zurÃ¼ckgefÃ¼hr In der Untersuchung wurde nicht 
geklÃ¤rt ob die Oszillationen temperatur- und 1 oder lichtabhÃ¤ngi waren. Tiefe 
Temperatur verbunden mit hÃ¶here LichtintensitÃ¤te fÃ¼hrt ebenfalls zu 
erhÃ¶hte Konzentrationen an Antioxidationsmitteln (WILD1 und LUTZ, 1996). 
Der marine Dinoflagellat Gonyaulax polyedra zeigte eine circadiane 
SOD-Rhythmik. Die hÃ¶chste SOD-AktivitÃ¤te wurden tagsÃ¼be gemessen. 
Dabei wurde nicht geklÃ¤rt ob die AktivitÃ¤tserhÃ¶hung auf Synthese oder 
SOD-Inaktivierung in der Nacht zurÃ¼ckzufÃ¼hr waren (ASANO, et al., 1996; 
HOLLNAGEL et al., 1996). 
Die GR- und GPX-AktivitÃ¤te zeigten bei Chaetoceros sp. und E. kufferathii 
unabhÃ¤ngi von der BestrahlungsstÃ¤rk nach 12 Stunden Licht und in den 
ersten 6 Stunden der Dunkeiphase hÃ¶chst AktivitÃ¤ten Niedrigste AktivitÃ¤te 
wurden dagegen in den ersten 6 Stunden der Lichtphase nachgewiesen. Licht 
erhÃ¶h in der Regel die Konzentration reaktiver Sauerstoffverbindungen. Das 
Antioxidationsmittel GSH wird dabei vermutlich verbraucht und kÃ¶nnt zu 
erhÃ¶hte GR-AktivitÃ¤te fÃ¼hren Die GR-AktivitÃ¤te waren jedoch in den ersten 
9 Stunden der Lichtphase nahezu konstant. Die beiden Eisdiatomeen nutzten 
GSH im Licht solange, bis sie durch Synthese gezwungen sind, GSH zu bilden. 
Eine Neusynthese von Enzymen nach der StreÃŸwahrnehmun dauert eine 
gewisse Zeit und kÃ¶nnt die 9 Stunden erklÃ¤ren Andererseits wird die GSH- 
Synthese in der Regel vom Verbrauch bestimmt. Die GR- und GPX-AktivitÃ¤te 
wurden vermutlich nicht durch das Lichtangebot geregelt (vgl. Kap. 4.4.2). Die 
entscheidende Rolle spielt GSH bei der KÃ¤lteakklimatisatio als Antioxidations- 
mittel und 1 oder bei der S-S-Gruppen-Reduktion (LEVITT, 1972). Die Tempe- 
ratur jedoch wurde im Tagesgang konstant gehalten. Weitere Untersuchungen 
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der GR- und GPX-AktivitÃ¤te im Tagesgang kÃ¶nnte klÃ¤ren ob der Oxidations- 
schutz beider Eisalgen einer circadianen Rhythmik unterliegt. 
Ist enzymatischer Oxidationsschutz an antarktischen Eisalgen induzierbar? 
Der enzymatische Oxidationsschutz war an E. kufferathii induzierbar. In 
Kapitel 4.4 sind Temperatur- und LichteinfluÃ auf die CAT, GPX und GR aus 
E. kufferathii beschrieben und kÃ¶nne wie folgt zusammengefaÃŸ werden: 
Die Eisdiatomee hatte unter Akklimatisationsbedingungen (0 'C, 30 pmol 
Photonen * m" * s"') die niedrigsten, bei tiefen Temperaturen besonders hohe 
AktivitÃ¤ten Schwach- (6 pmol Photonen * m 2  * s )  und auch Starklicht (90 und 
150 ymol Photonen * m'* * s"') fÃ¼hrte zu hÃ¶chste AktivitÃ¤te und AktivitÃ¤ts 
abnahmen mit steigender Temperatur. 
Oxidationsschutz durch Antioxidationsmiftel in antarktischen Eisdiatomeen? 
Oxidationsschutz durch Antioxidationsmittel wurde bislang erst einmal an 
antarktischen Eisalgen untersucht. HEINEMANN (1998) zeigte, daÂ AsA und 
GSH am Oxidationsschutz in E. kufferathii beteiligt waren. Die Zahl der 
Verbindungen, denen antioxidative Eigenschaften zugeschrieben werden, steigt 
tÃ¤glich Polyole sind oftmals am Oxidationsschutz beteiligt, fehlen jedoch in 
N. lecoinfei und E. kufferathii (WANZEK, 1994). Das akzessorische Pigment 
Fucoxanthin ist vermutlich ein schwaches Antioxidationsmittel (LE TUTOUR et 
al., 1998) und kÃ¶nnt auch in E. kufferathii wirksam sein. 
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